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I. Le virus de l’immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) 
I.1. Caractérisation des lentivirus 
Les rétrovirus sont des virus à ARN dotés d’une enveloppe lipidique dans 
laquelle sont insérées les glycoprotéines virales assurant la reconnaissance des 
récepteurs présents sur les cellules cibles. Ils contiennent un ARN monocaténaire 
diploïde de polarité positive qui va être rétrotranscrit dans les cellules cibles en ADN  
bicaténaire. Cette réaction est réalisée par une enzyme virale : la transcriptase 
inverse (RT).  
Le génome des rétrovirus comporte trois gènes principaux : gag, pol et env 
codant pour les protéines de structure et les enzymes virales, et contient à chaque 
extrémité des séquences répétées, désignées par LTR 5’ et LTR 3’ (Long Terminal 
Repeat). Alors que la région LTR 5’ contient les séquences promotrices et 
régulatrices nécessaires à l’expression des gènes viraux, la région LTR 3' contient le 
site de polyadénylation (Murphy et al., 1994). En plus des gènes gag, pol et env, le 
génome de certains rétrovirus contient des gènes supplémentaires codant pour 
différentes protéines accessoires et régulatrices impliquées dans certaines étapes du 
cycle viral et la pathogenèse. Dans la classification des rétrovirus, trois groupes ont 
été identifiés : i) les oncovirus sont associés à des tumeurs et à des leucémies ; ii) 
les lentivirus responsables d’infections chroniques à évolution lente ; et iii) les 
spumavirus, identifiés chez de nombreux mammifères, mais qui n’ont pour l’instant 
pas été clairement associés des pathologies humaines ou animales. 
 
I.2.  Le virus VIH-1  
I.2.1. Présentation générale       
Le VIH-1 est un rétrovirus de la famille lentivirus (Ratner et al., 1985) (Figure 1) 
d’un diamètre de 80 à 120 nm, et dont la taille du génome est d’environ 10 kb . Étant 
donné le taux de production viral d’environ 1010 virions/jours (Ho et al., 1995), des 
millions de variants viraux émergent chaque jour au sein d’un même individu infecté.  
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Figure 1 : Structure schématique du virus de l’immunodéficience humaine (VIH). 
 
I.2.2. Structure générale du VIH-1 
Le VIH-1, découvert en 1983 (Barre-Sinoussi et al., 1983), est un virus 
enveloppé dont la bicouche lipidique provient de la membrane de la cellule hôte et 
dans laquelle est insérée la glycoprotéine transmembranaire (TM) gp41 associée à la 
glycoprotéine de surface (SU) gp120 (Coffin, 1992) (Murphy et al., 1994). Le gène 
gag code pour le précurseur Pr55Gag dont sont issus les différents composants 
viraux suffisants pour l’assemblage des particules virales (Briggs et al., 2004). Le 
précurseur Pr55Gag se compose de quatre domaines, qui après clivage par la 
protéase virale, constitueront les protéinesde matrice (MA), de capside (CA), de la 
nucléocapside (NC), et la protéine p6. Le gène pol code pour les activités 
enzymatiques du virus (la protéase PR, la RT, la RNase H et l’intégrase IN). Le gène 
env code quant à lui pour le précurseur (gp160) des glycoprotéines de l’enveloppe 
virale : gp41 (TM) et gp120 (SU) (Wilk et al., 2001) (Figure 2). En plus des trois 
polyprotéines (Gag, Pol et Env) et des deux protéines régulatrices (Tat, Rev), 
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essentielles à la réplication virale, le génome du VIH-1 code pour quatre protéines 
accessoires appelées Nef, Vif, Vpr et Vpu (Figure 2). Ces protéines accessoires ne 
sont pas indispensables pour la réplication virale in vitro, mais elles vont exercer des 
fonctions permettant d’optimiser certaines étapes du cycle viral et de perturber le 
fonctionnement de la cellule hôte (Das and Jameel, 2005), et participent à la 
pathogenèse de l’infection in vivo. 
 
 
Figure 2 : Représentation schématisée de l’organisation génique du VIH-1.  
Le génome du VIH-1 contient trois gènes principaux : gag, pol et env, communs à tous les rétrovirus. 
Le VIH-1 contient deux gènes régulateurs : rev et tat, ainsi que quatre gènes, vif, vpr, vpu et nef, 
codant pour les protéines accessoires  (d’après Fields, B et al.  (2000)). 
 
 
I.2.3. Tropisme viral et entrée du VIH-1            
L’entrée du VIH-1 dans les cellules cibles nécessite la présence du récepteur 
CD4 ainsi que des corécepteurs de chimiokines (CCR5 et CXCR4) à la surface 
cellulaire de la cellule hôte (Deng et al., 1996). Ces récepteurs de chimiokines font 
partie de la famille des récepteurs à sept domaines transmembranaires. Le tropisme 
du VIH-1 varie selon le corécepteur utilisé par le VIH pour pénétrer dans la cellule 
cible. Les souches qui utilisent CXCR4 comme corécepteur sont désignées 
« CXCR4-tropique » (ou X4), tandis que les souches utilisant CCR5 sont appelées 
« CCR5-tropique » (ou R5) (Figure 3) (Berger et al., 1998); enfin, certaines souches 
sont capables d’utiliser les deux corécepteurs CXCR4 et CCR5, et sont appelées 
« CXCR4/CCR5-tropiques ». Le CXCR4 permet ainsi l’entrée des virus X4 dans les 
cellules lymphocytaires CD4+, alors que le CCR5 est le corécepteur des virus R5, qui 
permet l’entrée dans les monocytes et macrophages, mais aussi dans les cellules 
dendritiques. L’attachement des particules virales sur les cellules cibles est dû à une 
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interaction forte entre la gp120  du virus et le récepteur cellulaire CD4. Cette 
interaction provoque un changement de conformation  de la gp120 et la 
reconnaissance du corécepteur CXCR4 ou CCR5, ce qui aboutit à la fusion de 
l’enveloppe virale avec la membrane cellulaire. Il existe une corrélation entre le 
tropisme viral et la progression de l’infection. Dans la plupart des cas, les virus R5 
sont impliqués lors de l’infection initiale (Connor et al., 1997; Scarlatti et al., 1997), 
puis une émergence de virus X4 et R5/X4 se manifeste au cours de la progression 
de l’infection.  
 
 
 
 
 
 
Figure 3 : Fusion du virus VIH à la surface cellulaire.  
1 : Fixation de la glycoprotéine d’enveloppe gp120 au récepteur CD4. 2 : Interaction d’une boucle 
variable de la gp120 au corécepteur CCR5 ou CXCR4. 3 : Pénétration de la capside dans le 
cytoplasme de la cellule (Image: National institute of Allergy and infectious Diseases). 
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I.2.4. Cycle viral 
Le VIH-1 comme tous les rétrovirus comporte une enveloppe constituée d’une 
bicouche lipidique provenant de la cellule hôte et dans laquelle sont insérées les 
glycoprotéines de l’enveloppe codées par le virus. Le VIH infecte les cellules du 
système immunitaire exprimant à leur surface le récepteur CD4 : les cellules 
lymphocytes T auxiliaires, les cellules de la lignée monocytaire/macrophage, ainsi 
que les cellules dendritiques et certaines cellules spécialisées du système nerveux 
central. La première étape du cycle viral consiste donc en la liaison de la gp120 au 
récepteur CD4 de la cellule cible, ce qui provoque des changements de conformation 
qui permettent à l’enveloppe d’interagir avec les corécepteurs (CXCR4 et/ou CCR5), 
impliqués dans le processus de fusion (Chan and Kim, 1998). L’attachement du virus 
sur la cellule cible via l’interaction de gp120 avec CD4 va mener à des changements 
de conformation de la sous-unité transmembranaire (TM) gp41 de l’enveloppe 
conduisant à l’insertion du peptide de fusion de la gp41 dans la membrane 
plasmique aboutissant à la fusion de l’enveloppe virale et de la membrane cellulaire 
(Wyatt and Sodroski, 1998). La capside est alors injectée dans le cytoplasme et la 
rétrotranscription peut avoir lieu. L’ARN est donc transcrit en ADN double brin par la 
RT Aboutissant à la constitution du complexe de préintégration (CPI) qui est alors 
orienté vers le compartiment nucléaire où l’ADN viral peut être inséré dans le 
génome de l’hôte sous l’action de l’intégrase virale. L’intégration ne se fait pas au 
hasard, puisque le génome du VIH-1s’intègre préférentiellement dans des régions 
transcriptionnellement actives du génome de l’hôte (Crise et al., 2005; Schroder et 
al., 2002). La transcription des gènes viraux peut alors démarrer afin de générer les 
polypeptides et deux copies ARN du génome viral Le promoteur du VIH-1 est 
initialement activé par la protéine virale Tat ainsi que des éléments de la machinerie 
de transcription de la cellule hôte (Brady and Kashanchi, 2005). Les transcrits viraux 
sont ensuite exportés du noyau vers le cytoplasme où ils vont être traduits en 
protéines aboutissant à l’assemblage et à la libération de nouvelles particules virales 
infectieuses à partir de la membrane plasmique (Figure 4). Après bourgeonnement, 
la maturation des particules virales nouvellement formées se produit par l’action de la 
protéase virale (PR) sur les précurseurs Gag et Gag-Pol. 
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Figure 4 : Cycle de réplication du VIH-1.  
1) Attachement du virus par la gp120, fusion et entrée de la capside virale dans le cytoplasme. 2) et 3) 
Désassemblage de la capside et rétro-transcription de l’ARN en ADN double brin. 4) Import nucléaire 
de l’ADN viral. 5) Intégration de l’ADN dans le génome de l’hôte sous l’action de l’intégrase. 6) et 7) 
Transcription de l’ADN proviral en ARNs par l’ARN polymérase II et épissage de certains ARNs viraux. 
8) Transduction en protéine des ARN dans le cytoplasme. 9) et 10) Assemblage des virions et 
bourgeonnement au niveau de la membrane plasmique. 11) Maturation des particules virales (Peterlin 
and Trono, 2003).  
 
II. Protéine Nef du VIH-1 
II.1. Présentation générale  
II.1.1. Définition  
La protéine Nef est un facteur jouant un rôle essentiel au cours de l’infection 
naturelle pour le développement du SIDA, et son gène est hautement conservé dans 
tous les lentivirus de primates, VIH-1, VIH-2 et SIV. Au cours de la réplication virale, 
la protéine Nef est très fortement exprimée de façon précoce (Kestler et al., 1991; 
Wei et al., 2003). Nef est une  protéine multifonctionnelle, donc capable d’exercer, au 
moins in vitro, dans la cellule infectée des fonctions variées résultant de l’interaction 
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avec différentes voies cellulaires afin d’optimiser certaines étapes du cycle viral et de 
perturber le fonctionnement cellulaire au profit du virus (Foster and Garcia, 2008). 
Alors que la protéine Nef des VIHs et SIVs est notamment nécessaire in vivo pour 
assurer un niveau de réplication virale élevé et permettre la progression de l’infection 
vers la phase SIDA, il est difficile de déterminer ses activités les plus cruciales in vitro 
en relation avec son rôle dans la pathogenèse de l’infection in vivo (Doria, 2011). Elle 
possède néanmoins de nombreuses fonctions caractérisées in vitro : i) la modulation 
de l’expression de surface de nombreux récepteurs membranaires, dont le récepteur 
CD4 ainsi que les molécules du CMH-I, résultant de la perturbation du trafic 
intracellulaire de ces récepteurs, ii) un effet positif sur le pouvoir infectieux des 
particules virales, et iii) la perturbation de certaines voies de signalisation cellulaire.  
Notre travail de thèse ayant concerné les désordres du trafic intracellulaire 
induits par Nef et leurs conséquences sur le pouvoir infectieux et la réplication virale, 
seront donc détaillées par la suite les données de la littérature concernant les effets 
de Nef sur la modulation de l’expression des récepteurs de surface, notamment de 
CD4, des molécules de classe I du CMH et des corécepteurs aux chimiokines 
CXCR4 et CCR5, ainsi que son impact sur les propriétés infectieuses du VIH-1.  
 
II.1.2. Structure de Nef  
La protéine Nef des VIHs et SIV (27-35 kDa) est myristoylée à son extrémité N-
terminale, permettant ainsi son ancrage à la membrane plasmique. Cette interaction 
entre Nef et la membrane plasmique fait donc intervenir un groupement myristate sur 
son résidu Gly2, mais également une région hélicoïdale H1 (autour de la position 20) 
lui permettant d’interagir directement avec les lipides membranaires (Das and 
Jameel, 2005; Geyer et al., 2001). Dans le cas du VIH-1, la protéine Nef se compose 
de 206 acides aminés et se divise schématiquement en trois domaines distincts: le 
domaine N-terminal flexible correspondant aux 70 premiers acides aminés, et 
contenant notamment une boucle riche résidus prolines, suivie du « core » de la 
protéine, formé d’environ 130 acides aminés, très structuré et relativement bien 
conservé parmi les différents allèles de Nef et, finalement une boucle flexible située à 
l’extrémité C-terminale de la protéine et contenant des motifs lui permettant 
d’interagir avec des éléments cellulaires participant au trafic intracellulaire des 
protéines membranaires (Arold and Baur, 2001) (Figure 5).  
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Figure 5 : Présentation schématique de la protéine Nef du VIH-1 et ses motifs fonctionnels.  
(A) Position des motifs fonctionnels de Nef. (B) Stucture tridimensionnelle de Nef.  La structure Nef fait 
apparaitre trois domaines distincts : la région N-terminale permettant l’ancrage de la protéine dans la 
membrane cellulaire, mais comportant également des motifs poly-proline; la partie « core » qui est la 
plus stable et la plus structurée  de la protéine; la région C-terminale de la protéine incluant une 
boucle flexible contenant différents motifs d’interaction avec des partenaires cellulaires (Geyer et al., 
2001) 
  
 
20 
II.1.3. Différents motifs de Nef     
Différents motifs et domaines d’interaction de Nef avec différentes protéines 
cellulaires ont été caractérisés. Dans cette partie, nous présenterons les motifs les 
plus conservés et/ou les plus importants en rapport avec notre travail de thèse. Ces 
motifs de Nef sont présentés sur le tableau récapitulatif ci-dessous (Tableau 1).  
 
Tableau 1 : Motifs d’interaction de la protéine Nef du VIH-1. 
La position des motifs correspond à la protéine Nef de l’isolat NL4-3 du VIH-1. Ces motifs sont 
impliqués dans les modifications post-traductionnelles, ainsi que dans ses interactions avec les voies 
de trafic intracellulaire et de signalisation. 
 
 
 
 
Implication dans : 
Région sur Nef 
du VIH-1 
Rôle Références 
Modifications post-
traductionnelles 
1MGxxxS6 Myristoylation 
(Geyer et al., 2001), 
(Geyer et al., 1999) 
57WL58 
Clivage par la 
protéase virale 
(Freund et al., 1994), 
(Laguette et al., 2009a) 
Signalisation 72PxxP75 
Interaction avec les 
protéines à domaine 
SH3 
(Saksela et al., 1995), 
(Lee et al., 1995) 
 
Trafic intracellulaire 
62EEEE65 
Interaction avec  
AP-1 et PACS-1 
(Piguet et al., 2000), 
(Singh et al., 2009) 
(Noviello et al., 2008) 
154EE155 
 
Interaction avec  
β-COP 
 
(Benichou et al., 1994), 
(Piguet et al., 1999b), 
(Janvier et al., 2001), 
(Schaefer et al., 2008) 
160ExxxLL165 
Interaction avec  
AP-1, -2, -3 
(Erdtmann et al., 2000), 
(Bonifacino and Traub, 
2003) 
174DD175 
Interaction avec la  
V-ATPase (V1H) et 
AP-2 
(Lu et al., 1998), 
(Erdtmann et al., 2000), 
(Chaudhuri et al., 2007) 
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II.1.4. Modifications post-traductionnelles de Nef        
Pour être fonctionnelle, Nef subit certaines modifications post-traductionnelles. 
Elle possède en effet un motif consensus de myristoylation MG2xxx (S/T) très 
conservé dans tous les allèles de Nef (Geyer and Peterlin, 2001) (Peng and Robert-
Guroff, 2001) (Morgan et al., 2011). Cette modification est essentielle à toutes les 
activités biologiques de Nef (Geyer et al., 2001), à l’exception de l’activation de la 
kinase Hck (Briggs et al., 2001; Verollet et al., 2010), . La suppression des 19 acides 
aminés N-terminaux, comprenant le signal de myristoylation de Nef, abolit 
complètement son effet sur la modulation de l’expression de CD4 et des CMH-I ainsi 
que l’effet positif de Nef sur le pouvoir infectieux des particules virales. 
Une autre modification post-traductionnelle de Nef correspond au clivage de la 
protéine par la protéase virale une fois incorporée dans les particules virales (Welker 
et al., 1996). Ce clivage par la protéase est réalisé au milieu du motif C55AWLEA60, 
entre les résidus W57 et L58 séparant le domaine N-terminal du domaine « core » de 
la protéine (Freund et al., 1994; Laguette et al., 2009a). Cependant, l’impact de ce 
clivage, ainsi que le rôle de l’incorporation de Nef, dans les fonctions de la protéine 
ne sont pas encore bien élucidés.  
Nef peut également être ubiquitinylée sur certains résidus, puisqu’il a été 
suggéré que la lysine 144 pouvait être ubiquitinylée et que cette ubiquitination 
interviendrait dans la diminution de l’expression de CD4 induite par Nef (Jin et al., 
2008). La protéine Nef peut également être phosphorylée par différents membres de 
la famille des protéines kinases C (PKC). Une étude a démontré que l’interaction de 
Nef avec PKC permet l’activation de la PKC pour induire la phosphorylation de Nef 
sur le résidu sérine en position 6 (Reference) qui serait nécessaire au maintien de 
certaines activités de la protéine (Olivieri et al., 2011; Wolf et al., 2008).  
 
II.2. Nef et la modulation de l’expression de surface de protéines 
membranaires 
Certaines protéines cellulaires circulent entre les différents compartiments 
membranaires de la cellule où elles subissent des modifications afin d’être 
fonctionnelles ou sont dégradées. Le transport de ces protéines entre les différents 
compartiments s’effectue via des vésicules qui se forment au niveau du 
  
 
22 
compartiment donneur et vont fusionner avec un compartiment accepteur. En 
fonction de la nature du manteau protéique impliqué dans le transport de ces 
vésicules, deux types de vésicules peuvent être définies: les vésicules à clathrine et 
les vésicules à complexes COP (COP I et II). Nous nous concentrerons ici sur les 
vésicules à clathrine impliquées dans le transport entre les différents compartiments 
de la  voie d’endocytose. 
Nef est donc une protéine capable d’exercer de nombreuses fonctions dans la 
cellule infectée, mais sa capacité à moduler le trafic intracellulaire d’un certain 
nombre de protéines membranaires exprimées à la surface cellulaire représente son 
activité la plus documentée dans la littérature (Laguette et al., 2010). Révélée par 
son effet sur l’expression de surface de CD4, puis sur l’expression des molécules de 
classe I du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH-I), cette activité concerne 
également d’autres protéines cellulaires circulant au niveau de la voie d’endocytose: 
les molécules de classe II du CMH, la molécule co-stimulatrice CD28, la lectine DC-
SIGN exprimée sur les cellules dendritiques, les co-récepteurs CCR5 et CXCR4 et le 
récepteur à la transferrine (Hrecka et al., 2005; Madrid et al., 2005; Michel et al., 
2005; Sol-Foulon et al., 2002). La multiplicité des protéines membranaires dont le 
trafic est altéré au cours de l’infection démontre que Nef se comporte donc comme 
un perturbateur général de la voie d’endocytose. 
Les mécanismes responsables de ces effets ne sont pas totalement élucidés, 
mais ils résultent de la capacité de Nef à interagir directement avec certains 
composants des complexes protéiques impliqués dans le trafic intracellulaire des 
protéines membranaires au niveau de la voie d’endocytose. Il s’agit notamment des 
complexes adaptateurs (AP) associés aux vésicules de transport de la voie 
d’endocytose (Le Gall et al., 1998; Piguet et al., 1998). Alors que les complexes AP-1 
et AP-2 sont associés aux vésicules à clathrine, les complexes AP-3 et AP-4 sont 
capables de fonctionner sans nécessairement s’associer à la clathrine ; enfin, les 
complexes AP-5 récemment identifiés ne semblent pas associés à la clathrine (Hirst 
et al., 2011). Les complexes de type AP-2 sont impliqués, au sein des puits 
recouverts de clathrine, dans l’internalisation des protéines à partir de la membrane 
plasmique, alors que les complexes AP-1, AP-3, AP-4 et AP-5 interviennent dans le 
transport des protéines entre les différents compartiments membranaires représentés 
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par le réseau trans-golgien (TGN), les compartiments endosomaux précoces et/ 
tardifs et les lysosomes. 
 
II.2.1. Les complexes adaptateurs et le trafic intracellulaire  
II.2.1.1. Présentation des complexes adaptateurs (AP) 
Il existe, au niveau de la voie d’endocytose, deux sortes de complexes 
protéiques qui peuvent s’associer à la clathrine : les complexes hétéro-tétramériques 
adaptateur (AP) et les complexes monomériques (AP-180 et GGa). Aucune étude 
n’ayant permis d’identifier de lien direct entre Nef et les complexes monomériques, 
nous ne nous intéressons ici uniquement aux complexes adaptateurs hétéro-
tétramèriques, car ils sont impliqués dans les mécanismes de perturbation de 
l’expression des récepteurs par Nef.  
Les complexes adaptateurs associés à la clathrine sont les plus étudiés 
(Edeling et al., 2006). Un adaptateur de clathrine est une protéine qui peut connecter 
la clathrine à un composant de la membrane (un phospholipide, une protéine 
transmembranaire ou les deux simultanément) (Owen et al., 2004). La clathrine est 
composée de trois hétérodimères assemblés entre eux en forme d’étoile à trois 
branches appelées triskélion (Figure 6A). Chaque triskèlion est composé de trois 
chaines lourdes (CHCS) d’environ 190 kDa et de trois chaines légères (CLCs) de 25-
29 kDa. Les triskèlions peuvent s’auto-assembler pour former des cages en 
présence des complexes adaptateurs (Edeling et al., 2006). La partie N-terminale de 
la clathrine contient le domaine d’interaction avec les éléments de la machinerie 
d’endocytose et notamment les complexes AP.   
Les complexes AP sont donc formés de quatre sous-unités : les grandes sous-
unités β1-5, d’une part, et , α, δ, Ԑ ou ξ, d’autre part, (d’environ 100-160 kDa) pour 
AP-1, AP-2, AP-3, AP-4 et AP-5 respectivement, une sous-unité moyenne µ1-5 
(d’environ 50 kDa), et une petite sous-unité σ1-5 (d’environ 20 kDa). Les sous-unités 
, α, δ, et ξ sont les sous-unités les moins conservées entre les différents types de 
complexes (Edeling et al., 2006; Hirst et al., 2011).  Tous les complexes AP 
s’organisent schématiquement comme une tête de « Mickey », constituée des 
chaines moyennes et petites ainsi que du domaine N-terminal des deux grandes 
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chaines ; la partie C-terminale flanquant des deux grandes chaines formant les 
oreilles de Mickey (Figure 6.B) (Boehm and Bonifacino, 2001).   
 
  
Figure 6 : Représentation schématique d’un triskèlion de clathrine et des cinq complexes AP.  
A) Représentation schématique d’un triskèlion de clathrine. Le domaine C-terminal des chaines 
lourdes contient le domaine de liaison aux chaines légères, alors que le domaine N-terminal interagit 
avec les APs. La chaine légère se lie à la chaine lourde et assure l’interaction avec des partenaires 
cellulaires. B) Schéma des cinq types de complexes AP. Des expériences de doubles hybrides ont 
montré que les sous-unités , α, δ et ξ interagissent avec les chaines σ, et que les sous-unités β 
interagissent avec les chaines µ, formant respectivement deux hémi-complexes. 
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II.2.1.2. Localisation et fonctions des complexes AP 
En fonction de leur localisation, les différents types de complexes APs seront 
donc impliqués dans des voies distinctes du trafic intracellulaire au niveau de la 
membrane plasmique, du TGN, des endosomes précoces ou tardif, et des 
lysosomes (Figure 7). L’-adaptine est effectivement capable de lier le PIP2 
(phophatidylinositol-biphosphate) présent à la membrane plasmique, tandis que la ɣ-
adaptine lie le PI4-P (phophatidylinositol 4’-monophosphate) présent au niveau de 
l’appareil de Golgi (Owen et al., 2004). Les complexes AP-2 se localisent donc au 
niveau de la membrane plasmique et dans les puits recouverts de clathrine dérivés 
de la membrane plasmique (Benmerah and Lamaze, 2007). Ils sont impliqués dans 
la biogénèse des puits recouverts de clathrine et dans l’internalisation des récepteurs 
présents à la surface cellulaire et destinés à être transportés vers les endosomes 
précoces (Owen et al., 2004; Robinson, 2004). Les complexes AP-1 se localisent 
principalement au niveau du TGN et de certains endosomes, et interviennent dans le 
transport vésiculaires et le tri des protéines entre ces compartiments, mais semblent 
également participer au recyclage vers la membrane plasmique des récepteurs 
internalisés. Les complexes AP-3 sont impliqués dans le transport vésiculaire entre 
certains endosomes de tris et des compartiments endosomaux plus tardifs et les 
lysosomes. Alors que les complexes AP-4 se trouvent principalement localisés au 
niveau du TGN et les complexes AP-5 plutôt au niveau des membranes des 
endosomes, les fonctions de complexes ont été nettement moins étudiées et les 
voies de trafic dans lesquels ils sont impliqués sont actuellement encore mal 
définies. Jusqu’à présent, aucune interaction de Nef avec les complexes AP-4 et AP-
5 n’a été mise en évidence, et leurs fonctions ne seront donc pas plus détaillées.  
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Figure 7 : Les voies du trafic intracellulaire des complexes AP-1, AP-2 et AP-3. 
Les complexes AP-1, -2 et -3 sont impliqués dans différentes voies du trafic intracellulaire. Les 
complexes AP-2 sont localisés au niveau de la membrane plasmique, et sont impliqués dans 
l’internalisation des protéines membranaires à partir de la membrane plasmique. Les complexes AP-1 
et AP-3 sont localisés au niveau de TGN et des endosomes et sont impliqués, respectivement, dans 
le trafic TGN-endosomes précoces et TGN-endosomes tardifs. 
 
II.2.1.3. Signaux des protéines reconnues par les complexes adaptateurs  
Le tri des protéines transmembranaires circulant entre les différents 
compartiments de la voie d’endocytose est médié par des signaux présents dans les 
domaines cytoplasmiques des protéines membranaires. Il s’agit des signaux de type 
tyrosine (de séquences NPxY ou  YxxΦ, Φ est un acide aminé hydrophobe et x est 
un acide aminé quelconque) ou de type leucine (de séquence [E/D]xxx[L/I]) 
(Bonifacino and Traub, 2003), reconnus par les complexes APs.   
Le signal de tri NPxY a été mis en évidence dans le cadre de l’endocytose du 
récepteur au LDL (Low Density Lipoprotein). Ce motif est présent dans la partie 
cytoplasmique de ce récepteur et est indispensable à son internalisation. La mutation 
de chacun des résidus de ce motif NPxY en alanine inhibe l’internalisation du 
récepteur muté (Robinson and Bonifacino, 2001). Le signal NPxY a été décrit comme 
un motif capable d’interagir directement, ou indirectement (Boll et al., 2002), avec la 
sous-unité µ2 des complexes AP-2 (Benmerah and Lamaze, 2007; Traub, 2003). Le 
signal de tri YxxΦ, retrouvé dans le domaine cytoplasmique de nombreuses 
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protéines transmembranaires, est impliqué dans l’endocytose de récepteurs à la 
membrane plasmique ainsi que dans le tri de protéines intracellulaires au niveau 
d’autres compartiments de la voie d’endocytose. Les résidus compris entre le résidu 
tyrosine et le résidu hydrophobe, ainsi que les résidus flanquant de ce motif 
participent à la modulation et à la spécificité et de de l’interaction entre ce type de 
motif et la sous-unité µ des complexes APs  (Boll et al., 1996; Ohno et al., 1995). 
Le signal de type (E/D)xxx(L/I) est impliqué à la fois dans l’endocytose des 
récepteurs membranaires à partir de la surface cellulaires et dans le tri de protéines 
entre les différents compartiments de la voie de l’endocytose. Les bases 
moléculaires de reconnaissance de ces signaux par les complexes APs restent 
encore mal comprises, mais il a été montré que ce motif interagit préférentiellement 
avec les hémi-complexes  /σ1, α/σ2 et δ/σ3 des complexes AP-1, AP-2 et AP-3, 
respectivement (Doray et al., 2007; Janvier et al., 2003b). 
 
II.2.2. Nef interagit avec les complexes AP 
Alors que dans différents systèmes expérimentaux, la protéine Nef du VIH-1 
semble posséder, dans le contexte cellulaire, une plus forte affinité pour les 
complexes de types AP-1 et AP-3 (Bresnahan et al., 1998; Erdtmann et al., 2000) 
(Janvier et al., 2003a; Madrid et al., 2005), les travaux réalisés dans l’équipe de S. 
Benichou ont permis de montrer, par des techniques d’imagerie sur cellules vivantes, 
qu’elle est également capable de s’associer aux complexes AP-2 des puits 
recouverts de clathrine présents à la membrane plasmique (Burtey et al., 2007). En 
interagissant également avec les complexes de types AP-1 et AP-3 au niveau des 
endosomes de tri, Nef provoque une stabilisation de l’association de ces complexes 
aux membranes des compartiments endosomaux (Janvier et al., 2003a). Cette 
stabilisation se traduit par une expansion importante de ces compartiments 
(Erdtmann et al., 2000; Sanfridson et al., 1997; Stumptner-Cuvelette et al., 2003) 
entrainant des altérations profondes de la fonctionnalité des compartiments de tri et 
de recyclage de la voie d’endocytose (Madrid et al., 2005). Comme la plupart des 
altérations du trafic intracellulaire induites par Nef, ces perturbations morphologiques 
et fonctionnelles sont liées au recrutement des complexes AP, car elles sont abolies 
par la mutation des résidus Leu du motif ExxxLL de Nef (Erdtmann et al., 2000; 
Madrid et al., 2005). 
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La protéine Nef des VIH-1 est en effet capable d’interagir directement avec les 
sous-unités moyennes µ (Bresnahan et al., 1998; Erdtmann et al., 2000; Le Gall et 
al., 1998), mais également avec les hémi-complexes formés par les associations 
/σ1, α/σ2 et δ/σ3 des complexes AP-1, -2 et -3 (Bresnahan et al., 1998; Coleman et 
al., 2005; Erdtmann et al., 2000; Janvier et al., 2003b). Nef  interagit avec les hémi-
complexes adaptateurs AP-1, -2 et -3 par l’intermédiaire de son motif di-leucine 
160[ExxxLL]165 présent dans la boucle flexible C-terminale de la protéine (voir Figure 
5), alors que l’interaction avec les chaines µ de ces complexes semble plutôt 
impliquer des déterminants présents dans la région N-terminale de la protéine; il 
s’agit notamment du cluster acide (62EEEE65) et du résidu Pro78 de l’hélice poly-
proline de Nef. Un motif di-acide 174D(D/E)175, également présent dans la boucle C-
terminale de Nef, pourrait aussi participer spécifiquement à l’interaction la protéine 
avec les hémi-complexes α/σ2 d’AP-2. (Chaudhuri et al., 2009; Grzesiek et al., 1997; 
Lindwasser et al., 2008). Des résultats plus anciens suggéraient cependant que ce 
motif D(D/E) permettait l’interaction de Nef avec la sous-unité catalytique V1H de la 
v-ATPase vacuolaire également impliquée dans les mécanismes de transport au 
niveau de la voie de l’endocytose (Mandic et al., 2001). Le rôle précis de cette 
interaction de Nef avec la vATPase n’a pas été clairement défini, mais le fait que la 
vATPase possède un site d’interaction avec la chaîne 2 des complexes AP-2 
suggère que l’interaction Nef/V1H pourrait également contribuer à l’interaction de Nef 
avec les complexes AP-2 (Geyer et al., 2002). 
  
II.2.3. Nef et la modulation de l’expression de surface de CD4 
II.2.3.1. Le récepteur CD4 et sa structure  
La molécule CD4
 
est une glycoprotéine transmembranaire intégrale de type I 
d’environ 55 kDa fortement exprimée à la surface de certaines sous-populations de 
thymocytes et de lymphocytes T matures, mais également en plus faible quantité sur 
les monocytes et macrophages (Maddon et al., 1985). Elle comporte un long 
domaine extracellulaire organisé en quatre domaines de type immunoglobuline, suivi 
d’un domaine transmembranaire formant une hélice unique, et enfin un domaine 
cytoplasmique C-terminal de 40 acides aminés. Le domaine cytoplasmique de CD4 
est notamment impliqué dans l’interaction avec la protéine kinase de la famille Src 
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p56lck exprimée spécifiquement dans les lymphocytes T auxiliaires, mais il contient 
également un motif di-leucine permettant l’interaction de CD4 avec les complexes 
AP-2 et son endocytose à partir de la membrane plasmique (Aiken et al., 1994; 
Grzesiek et al., 1996; Schwartz et al., 1996). En masquant le motif di-leucine de 
CD4, l’association avec la kinase p56Lck empêche la reconnaissance de ce motif par 
les complexes AP-2 et permet ainsi de stabiliser CD4 à la surface des lymphocytes T 
auxiliaires (Veillette et al., 1988) (Laguette et al., 2010). 
Au niveau fonctionnel, CD4 intervient principalement à la surface des 
lymphocytes T auxiliaires comme corécepteur du récepteur aux cellules T (TCR) lors 
de la présentation de peptides antigéniques associés aux molécules de classe II du 
complexe majeur d’histocompatibilité par les cellules présentatrices de l’antigène 
(Zamoyska, 1998). Bien sûr, le récepteur CD4 joue par ailleurs un rôle majeur dans 
la physiopathologie de l’infection par les VIH-1, VIH-2 et VIS, puisqu’il est 
directement impliqué dans le processus de pénétration de ces virus dans les cellules 
cibles de l’infection, lymphocytes T et macrophages. 
 
II.2.3.2. Modulation de l’expression de CD4 
La capacité de Nef à moduler l’expression de surface de CD4 est une propriété 
conservée dans tous les allèles de Nef des VIH et du VIS (Kirchhoff et al., 2008). Il 
s’agit en effet de la première fonction attribuée à Nef (Garcia and Miller, 1991; Guy et 
al., 1987) ; elle reste donc celle qui a été la plus étudiée jusqu’à présent (Foster et 
al., 2011; Laguette et al., 2010). La protéine Nef, mais également les protéines Vpu 
et Env, participent à la diminution importante de l’expression de CD4 observée à la 
surface des cellules infectées (Wildum et al., 2006). Les mécanismes d’action de ces 
trois protéines sont très différents, puisque Env et Vpu, exprimés tardivement au 
cours du cycle de réplication virale, affectent plutôt le transport vers la membrane 
plasmique des molécules CD4 néo-synthétisées au niveau du réticulum 
endoplasmique (Geleziunas et al., 1994; Willey et al., 1992). Au contraire, la protéine 
Nef, exprimée plus précocement au cours du cycle exerce son activité en 
augmentant l’endocytose des molécules CD4 déjà parvenues à la membrane 
plasmique, avant de les orienter vers la voie de dégradation.                             
Nef est capable de se localiser dans les puits recouverts de clathrine de la 
membrane plasmique (Burtey et al., 2007) et induit l’internalisation de CD4 à partir 
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de la surface cellulaire par la voie d’endocytose dépendante de la clathrine. En 
présence de Nef, les molécules CD4 sont ainsi adressées vers les endosomes 
précoces, et l’inhibition par Nef de leur recyclage vers la membrane plasmique 
permet de les rediriger vers des compartiments endosomaux plus tardifs et les 
lysosomes où elles seront alors dégradées (Laguette et al., 2010; Mangasarian et al., 
1997). Certains auteurs ont proposé que cet adressage de CD4 vers les 
compartiments de dégradation résulte du recrutement par Nef des complexes COP-1 
au niveau des endosomes de tri (Schaefer et al., 2008). Le recrutement par Nef des 
complexes COP-1 s’effectuerait par l’intermédiaire d’un motif di-acide 154EE155 
présent également dans la boucle C-terminale de Nef impliqué dans l’interaction 
avec la sous-unité -COP de ces complexes (Piguet et al., 1999a), mais le rôle de ce 
motif di-acide dans l’interaction avec b-COP reste actuellement controversé 
(Benichou et al., 1994; Janvier et al., 2001).  Bien que les vésicules à manteau COP-
I soient principalement impliquées dans le transport rétrograde entre l’appareil de 
Golgi et le réticulum endoplasmique, ces résultats suggèrent que ce type de 
complexes pourrait également être impliqué, au niveau de la voie d’endocytose, dans 
le transport entre les endosomes précoces et les lysosomes (Figure 8) (Faure et al., 
2004). 
Certains auteurs ont proposé que Nef pourrait directement interagir, par des 
résidus présents dans son domaine N-terminal, avec le domaine cytoplasmique de 
CD4, servant ainsi de connecteur entre CD4 et les constituants de la voie 
d’endocytose (Hua and Cullen, 1997), induisant alors son internalisation et son 
adressage vers les endosomes précoces (Burtey et al., 2007; Coleman et al., 2006; 
Coleman et al., 2005). Cependant, la réalité d’une interaction directe entre Nef et le 
domaine C-terminal de CD4 reste largement controversée, puisqu’elle n’a pu être 
révélée que dans des expériences réalisées in vitro avec des concentrations 
importantes des deux partenaires de Nef (Grzesiek et al., 1996; Preusser et al., 
2001).  
Cependant, des résultats récemment rapportés par l’équipe de Serge Benichou 
indiquent que Nef utilise des mécanismes différents pour perturber le trafic 
intracellulaire du récepteur CD4 dans les cellules lymphoïdes (lymphocytes T) et 
myéloïdes (macrophages) (Laguette et al., 2009b). Même si Nef provoque dans les 
deux types cellulaires une diminution significative du niveau d’expression de CD4 à 
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la surface cellulaire, cet effet résulte d’une accélération de la cinétique 
d’internalisation de CD4 à partir de la membrane plasmique uniquement dans les 
lymphoctes T, cellules dans lesquelles CD4 est constitutivement associé à la kinase 
lymphocytaire p56lck (Lynch et al., 2006; Shaw et al., 1990). L’expression de Nef se 
traduit en effet par une dissociation de l’interaction entre CD4 et p56lck à la 
membrane plasmique, suffisante pour permettre l’internalisation rapide de CD4. Nef 
n’exerçant aucune action sur la cinétique d’internalisation de CD4 dans les cellules 
myéloïdes, la modulation de l’expression de surface de CD4 induite ne résulte, dans 
ce type cellulaire, que de l’inhibition par Nef du recyclage vers la membrane 
plasmique des molécules CD4 constitutivement internalisées.  
 
 
 
Figure 8 : Nef induit la perturbation du trafic intracellulaire de CD4. 
Dans les lymphocytes T, Nef augmente l’internalisation de CD4 à partir de la membrane plasmique. 
En bloquant AP-1 dans les endosomes précoces, Nef empêche le recyclage de CD4. Nef envoie CD4 
vers les compartiments de dégradation en interagissant avec la v-ATPase et les complexes COP-I. 
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II.2.3.3. Impact fonctionnel de la modulation de l’expression de surface de CD4 
par Nef               
Même si l’impact fonctionnel in vivo de la modulation de l’expression de CD4 à 
la surface des cellules infectées par le VIH-1 dans la physiopathologie de l’infection 
reste difficile à évaluer, son importance semble évidente en raison des mécanismes 
multiples développés par le virus pour réduire significativement le niveau de 
molécules CD4 présentes à la surface cellulaire. Comme nous l’avons déjà indiqué, 
pas moins de trois protéines virales participent, par des mécanismes distincts, à la 
modulation de l’expression de surface de CD4 : Nef, mais également Vpu et Env 
(Wildum et al., 2006).  
Alors que de nombreuses revues (Foster and Garcia, 2008) soulignent l’impact 
potentiel de la modulation de l’expression de surface de CD4 par Nef dans la 
physiopathologie de l’infection, aucun travail n’a permis, à notre connaissance, de 
définir précisément le ou les rôles de cette modulation. Une corrélation entre la 
capacité de Nef à diminuer l’expression de surface de CD4 et sa capacité à 
augmenter la réplication virale in vitro ainsi que la pathogénèse associée à l’infection 
in vivo a cependant été documentée (Stoddart et al., 2003). Les virus produits à partir 
de cellules exprimant une forme sauvage de CD4 sont plus infectieux in vitro que des 
virus produits à partir de cellules exprimant un mutant de CD4 dont l’expression de 
surface n’est pas affectée par Nef (Pham et al., 2004).  
Le rôle qui est cependant le plus souvent discuté par les auteurs est lié à 
l’évitement, suite à la modulation de l’expression de surface de CD4, mais aussi des 
co-récepteurs CXCR4 et CCR5 également induite par Nef, de la surinfection 
surement délétère à la réplication virale (Michel et al., 2005). Plusieurs études ont en 
effet montré que la surexpression d’une protéine Nef fonctionnelle, donc capable de 
réduire efficacement le niveau d’expression de surface de CD4 et des co-récepteurs, 
dans des lignées T humaines rend ces dernières pratiquement insensibles à 
l’infection par les VIHs et VIS.  
En réduisant la quantité de CD4 disponible à la membrane plasmique des 
cellules infectées, Nef pourrait également prévenir la formation de complexes 
CD4/Env, favorisant ainsi l’incorporation de Env dans l’enveloppe des virus 
bourgeonnants (Arganaraz et al., 2003; Lama et al., 1999). Cette meilleure 
incorporation des glycoprotéines de l’enveloppe serait en effet directement corrélée à 
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une augmentation du pouvoir infectieux des particules virales produites. Cependant, 
il est clairement établi que l’effet positif exercé par Nef sur les propriétés infectieuses 
des particules virales, se manifeste même lorsque celles-ci sont produites à partir de 
cellules n’exprimant pas CD4 (Aiken and Trono, 1995; Laguette et al., 2009a; Madrid 
et al., 2005; Pizzato et al., 2007). Ces observations indiquent que d’autres 
mécanismes, indépendant de la modulation de l’expression de surface induite par 
Nef, contribuent à l’effet positif de Nef sur le pouvoir infectieux des particules virales.  
Enfin, la diminution de l’expression de CD4 à la surface des lymphocytes T 
auxiliaires pourrait également participer à l’effet déstabilisant de Nef sur la formation 
et le fonctionnement de la synapse immunologique suite à la présentation 
antigénique par les cellules présentatrices de l’antigène (Fackler et al., 2007). Cet 
effet résulte cependant principalement de la relocalisation induite par Nef de la 
kinase p56lck vers des compartiments endosomaux et golgiens (Pan et al., 2012; 
Stolp et al., 2009; Thoulouze et al., 2006), et semble en grande partie indépendant 
de CD4, puisque les déterminants de Nef impliqués dans la modulation de CD4 sont 
clairement différents de ceux participant à la relocalisation de p56Lck (Stolp et al., 
2009). Quoi qu’il en soit, la diminution de l’expression de surface de CD4 pourrait 
contribuer indirectement à l’échappement des cellules infectées à la reconnaissance 
par le système immunitaire, puisqu’en interagissant avec les molécules CMH-II 
présentes à la surface des cellules présentatrices, CD4 intervient dans la 
stabilisation de l’interaction du TCR avec les molécules du CMH-II (Fackler et al., 
2007). La formation de ce complexe trimérique contribue également au recrutement 
de p56lck à proximité du TCR où elle va jouer un rôle essentiel dans la transduction 
du signal. La modulation de l’expression de surface de CD4 pourrait ainsi déstabiliser 
la formation du complexe TCR/CMH-II/CD4 et affecter la transduction des signaux 
nécessaires à l’activation lymphocytaire (Kane et al., 2000, pour revue). 
 
II.2.4. Nef module l’expression de surface des molécules du CMH-I 
Les protéines Nef des VIHs et VIS possèdent donc également la capacité de 
moduler négativement l’expression des molécules du CMH-I à la surface des cellules 
infectées (Pamer and Cresswell, 1998; Schwartz et al., 1996). La reconnaissance et 
l’élimination des cellules infectées par les lymphocytres T cytotoxiques requiert la 
présentation des peptides viraux par les molécules du CMH-I à la surface cellulaire 
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(Rock and Goldberg, 1999; Yewdell and Hill, 2002). En diminuant de façon 
significative l’expression de surface du CMH-I, Nef permet de réduire la 
reconnaissance des cellules infectées par les lymphocytes T cytotoxiques (Collins et 
al., 1998; Schwartz et al., 1996). Alors que la protéine Nef diminue efficacement 
l’expression de surface des molécules HLA (Human Leucocyte Antigen) de type A et 
B (HLA-A et HLA-B), impliquées dans la présentation des antigènes aux lymphocytes 
T cytotoxiques, elle n’affecte pas l’expression des molécules HLA-C et HLA-E 
(Cohen et al., 1999) dont l’expression à la surface cellulaire permet de protéger les 
cellules de la lyse par les cellules NK (Natural Killers). Cette sélectivité de Nef est 
liée à la présence dans le domaine cytoplasmique des molécules HLA-A et HLA-B 
d’un résidu tyrosine au sein du motif de séquence « YxxA », absent dans les 
molécules HLA-C et –E,  essentiel à l’activité de Nef (Cohen et al., 1999). La protéine 
Nef du VIH-1 serait capable d’interagir directement avec les domaines 
cytoplasmiques de HLA-A et HLA-B (Roeth et al., 2004), permettant le recrutement 
de la sous-unité µ des complexes AP-1 via le motif « YxxA » également présent dans 
le domaine cytoplasmique des molécules HLA-A et HLA-B, mais pas sur celui des 
molécules HLA-C et HLA-E (Noviello et al., 2008). L’interaction de Nef avec le 
domaine cytoplasmique des molécules HLA-A et -B stabilise ainsi  l’association de la 
sous-unité µ d’AP-1 au motif tyrosine de ces molécules (Wonderlich et al., 2008).  
Comme pour la modulation de l’expression de CD4, la myristylation de Nef et 
son association aux membranes cellulaires est essentielle à la modulation de 
l’expression de surface des molécules du CMH-I. Hormis ce motif, les déterminants 
utilisés par Nef pour induire la diminution de l’expression des molécules du CMH-I 
sont différents de ceux requis pour la diminution de l’expression de CD4, indiquant 
que la modulation négative des molécules du CMH-I et de CD4 par Nef consiste en 
des mécanismes distincts (Riggs et al., 1999). En effet, le motif di-leucine de Nef, 
essentiel à la diminution de l’expression de CD4, ne joue aucun rôle dans la 
modulation des molécules du CMH-I. En accord avec cette observation, la voie 
d’internalisation des molécules du CMH-I n’est pas dépendante de la clathrine et 
donc des complexes AP-2 (Le Gall et al., 2000; Riggs et al., 1999). Par contre, la 
modulation d’expression des molécules du CMH-I requiert l’intégrité dans la 
séquence de Nef d’un résidu méthionine en position 20 (Met20), du motif acide 
(62EEEE65), et du motif poly-proline (72PxxP75) impliqués respectivement dans des 
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interactions avec le domaine cytoplasmique des molécules du CMH-I, les protéines 
de tri PACS-1 et PACS-2 (Phosphofurin Acide Cluster Sorting), et des tyrosine 
kinases de la famille Src (Blagoveshchenskaya et al., 2002).  
En présence de Nef, la synthèse des molécules du CMH-I dans le RE et leur 
transport à  travers l’appareil de Golgi s’effectuent normalement, mais elles vont être 
ensuite détournées, directement depuis l’appareil de Golgi ou après passage par la 
membrane plasmique, vers les compartiments endosomaux. Les molécules du CMH-
I se retrouvent alors localisées essentiellement dans des compartiments 
périnucléaires correspondant au réseau trans-golgien à partir duquel elles seront 
finalement orientés vers les compartiments de dégradation lysosomaux (Piguet et al., 
1999b; Schwartz et al., 1996).  
Pour l’internalisation des molécules du CMH-1 induite par Nef, un mécanisme a 
été proposé dans lequel Nef interagit initialement, via son motif (62EEEE65), avec la 
protéine PACS-2 au niveau du TGN, permettant ainsi l’interaction de Nef, via son 
motif poly-proline (72PxxP75), avec le domaine SH3 d’une kinase de la famille des Src 
(SFK : Src Family Kinase) (Atkins et al., 2008). En fonction du type cellulaire, les 
kinases Hck, Lyn ou Src pourraient fonctionner de manière redondante (Dikeakos et 
al., 2010). Suite à ces évènements, le complexe Nef-SFK recrute et phosphoryle la 
kinase Zap-70 (Zeta chain-Associated Protein kinase 70) qui à son tour phosphoryle 
et active une protéine phosphatidylinositol-3 kinase (PI-3K). Cette cascade de 
réactions mène donc à la formation d’un complexe capable d’induire l’internalisation 
des molécules du CMH-I à partir de la surface cellulaire et leur adressage vers les 
endosomes par une voie dépendante de la GTPase ARF6 (ADP-Ribosylation Factor 
6) (Figure 9) (Atkins et al., 2008; Hung et al., 2007).  
Au niveau des endosomes et du TGN, Nef interagirait directement, via sa 
méthionine M20, avec le domaine cytoplasmique des molécules HLA-A et -B (Roeth 
et al., 2004), permettant, comme indiqué ci-dessus, la reconnaissance du motif YxxA 
de HLA-A et HLA-B par la sous-unité µ des complexes AP-1 (Noviello et al., 2008). 
L’interaction avec les complexes AP-1 entrainerait ainsi la séquestration des 
molécules du CMH-I au niveau de compartiments endosomaux précoces (Roeth et 
al., 2004; Singh et al., 2009). Cette séquestration ferait également intervenir 
l’interaction de Nef, via son motif acide (62EEEE65), avec la protéine PACS-1 
permettant de stabiliser le complexe Nef/AP-1/CMH-I (Blagoveshchenskaya et al., 
  
 
36 
2002). Les molécules du CMH-I accumulées au niveau endosomales seraient, 
comme dans le cas de CD4, finalement ciblées par une voie dépendante des 
complexes COP-I vers les compartiments endo-lysosomaux où elles seront 
finalement dégradées (Schaefer et al., 2008). 
 
 
   
 
Figure 9 : Nef induit la modulation du trafic intracellulaire des molécules du CMH-I. 
En interagissant avec PACS-2, Nef se localise au niveau de l’appareil de Golgi où il recrute une 
kinase de la famille Src. Le recrutement successif de Zap70 puis d’une PI3K permet la formation d’un 
complexe multi-kinase qui induit l’internalisation des molécules du CMH-I à partir de la surface 
cellulaire. Dans les endosomes précoces se forme un complexe Nef-CMH-I-AP-1 qui permettrait la 
séquestration de ces molécules et/ou leur adressage vers le TGN où les molécules seraient 
accumulées. A partir des endosomes précoces, Nef recrute les complexes COP-I pour diriger les 
molécules du CMH-I vers la voie de dégradation. 
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II.2.5. Nef module l’expression de surface des corécepteurs CCR5 et CXCR4 
Les travaux de Michel et al. (Michel et al., 2005; Michel et al., 2006) ont permis 
de révéler que la protéine Nef du VIH-1, mais aussi celles des VIH-2 et VIS, sont 
capables d’induire une diminution de l’expression de surface des co-récepteurs 
CXCR4 et CCR5 des cellules infectées. Cet effet de Nef résulte en fait de sa 
capacité à perturber, au niveau de la voie d’endocytose, le trafic intracellulaire de 
nombreux récepteurs aux chimiokines à 7 domaines transmembranaires, puisqu’il 
s’exerce vis-à-vis de différents membres de la famille des récepteurs, à la fois de 
type « CC » et « CXC », aux chimiokines.  
Comme pour CD4 et les molécules du CMH-I, l’expression de Nef se traduit par 
une accélération de l’internalisation de CCR5 (Michel et al., 2005) et CXCR4 à partir 
de la surface cellulaire, puis leur adressage vers un compartiment périnucléaire dans 
lequel s’accumulent également, au moins en partie, les molécules CD4 et du CMH-I 
internalisées (Michel et al., 2006; Venzke et al., 2006). Les mécanismes moléculaires 
mis en jeu par Nef pour moduler l’endocytose de CCR5 et CXCR4 ne sont pas 
clairement établis, mais requiert, en plus de la myristylation de la protéine, des 
éléments spécifiques de Nef du VIH-1, correspondant aux motifs poly-proline 
(72PxxP75) et au cluster acide (62EEEE65) présents dans la région N-terminale de la 
protéine (Michel et al., 2006). Comme pour la modulation de l’expression de surface 
des molécules du CMH-I, le motif di-leucine 160ExxxLL165 reconnu par les 
complexes AP et nécessaire à la modulation de CD4, ne semble pas participer à la 
modulation des récepteurs CCR5 et CXCR4 (Michel et al., 2005). Ces observations 
indiquent donc clairement que la modulation de l’expression de surface de ces 
récepteurs résulte d’un mécanisme de celui mis en jeu pour la modulation de 
l’expression de CD4. 
Comme nous l’avons déjà indiqué, la modulation de l’expression de surface de 
CXCR4 et CCR5, permettrait, comme celle de CD4, de prévenir la surinfection des 
cellules déjà infectées, surement délétère à une réplication virale optimale (Michel et 
al., 2005).    
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II.3. Net et infection par les lentivirus de primates 
II.3.1. Nef et la pathogénèse des VIH et VIS 
Parmi les gènes du VIH et du VIS codant pour les protéines auxiliaires, nef 
représente l'un des gènes dont l’expression est particulièrement importante au cours 
de l'infection naturelle pour induire une altération des défenses immunitaires de l'hôte 
puis l’apparition du SIDA. Les premières études laissant penser que la protéine Nef 
exerçait plutôt un effet négatif sur la réplication virale, le gène, situé à l’extrémité 3’ 
du génome viral, a donc été nommé nef pour « negative factor » (Terwilliger et al., 
1986). Les auteurs suggéraient que cet effet négatif était nécessaire au maintien de 
la latence virale in vivo (Niederman et al., 1989).  C’est en 1989 que l’équipe de 
David Baltimore met en évidence l’activité pro-réplicative de la protéine Nef dans 
certains types cellulaires, invalidant ainsi les travaux précédant (Kim et al., 1989). Il 
est depuis admis que Nef exerce en effet un impact positif sur la réplication virale in 
vitro et constitue un facteur essentiel de virulence in vivo au cours de l'infection par 
les VIHs et VIS (Laguette et al., 2010). 
Dans le modèle expérimental simien de l'infection du macaque par le VIS, 
comme chez l’homme au cours de l'infection naturelle par les VIHs, l’importance de 
l'expression de Nef pour la progression de l’infection vers le stade SIDA a été 
démontrée. Dès 1991, Kestler et al. (Kestler et al., 1991) rapportaient que la 
présence d’un gène nef fonctionnel conditionne, au moins en partie, le maintien de la 
charge virale et le développement de l’immunodéficience chez les macaques infectés 
par la souche VISmac239. Ainsi, l'inoculation d'une souche virale portant un codon 
stop dans la phase ouverte de lecture du gène nef, se traduisait par une réduction 
très significative de l’agressivité de l'infection n'évoluant généralement pas vers la 
phase d'immunodéficience. Chez ces macaques infectés, des souches virales 
mutantes qui avaient restauré les fonctions de la protéine apparaissaient rapidement 
et spontanément, démontrant l’existence d’une forte pression de sélection in vivo, 
visant à maintenir la présence d’un allèle fonctionnel de nef. Ces résultats ont été par 
la suite largement reproduits par d'autres groupes (Chakrabarti et al., 2003; Sawai et 
al., 2000; Whatmore et al., 1995), sans que les bases physiopathologiques de cette 
importance de Nef pour l'évolution de l'infection ne soient clairement établies. Il faut 
cependant noter que certains macaques adultes, et la plupart des jeunes macaques, 
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infectés avec des souches de VIS portant des délétions dans le gène nef 
développent néanmoins la maladie (Baba et al., 1999), indiquant que Nef n’est pas 
indispensable pour le développement du SIDA, mais que sa présence accélère 
significativement la progression de l'infection vers l’immunodéficience. 
Des observations comparables ont été rapportées chez un patient hémophile 
infecté au début des années 1980 (Kirchhoff et al., 1995), ainsi qu’au sein d’une 
cohorte australienne de patients non-progresseurs à long terme (NPLT) infectés par 
transfusion du sang d’un même donneur, mais ne présentant pas de symptôme 
clinique signant une immunodéficience plus de 14 ans après la primo-infection 
(Deacon et al., 1995). L’analyse des séquences d’isolats viraux amplifiées à partir du 
sang de ces patients, a révélé l’existence de délétions dans la région codant Nef. 
L’absence de toute autre anomalie dans le génome viral a permis d’établir l’existence 
d’un lien entre l'infection par un virus dans lesquels l’allèle nef est défectueux et 
l’absence prolongée de progression vers l’immunodéficience. Une étude plus récente 
portant sur ces individus, plus de 20 ans après leur séroconversion, montre 
cependant que certains patients ont finalement progressé vers un stade SIDA (Gorry 
et al., 2007). Ces observations confirment que l’apparition du stade SIDA n’est pas 
strictement dépendante de l’intégrité du gène nef, mais que l'expression de Nef joue 
un rôle essentiel dans la cinétique d'évolution de  l’infection vers le stade SIDA. 
Les effets délétères de Nef sur le fonctionnement du système immunitaire ont 
également été montrés à dans des modèles murins. Il s'agit notamment de souris 
transgéniques exprimant la protéine Nef sous le contrôle du promoteur de CD4 
développent des profils pathologiques très proches de ceux observés chez l'Homme 
au cours de l'infection par les VIHs (Hanna et al., 1998; Hanna et al., 2001), et 
présentent notamment une chute du taux de lymphocytes T CD4+ circulant associée 
à une altération de leur développement thymique. Plus récemment, des résultats 
similaires, concernant les effets immunomodulateurs et délétères de Nef sur le 
fonctionnement du système immunitaire, ont été également rapportés dans un 
modèle de souris "humanisées" infectées, en comparant dans ce modèle murin les 
désordres immunologiques induits lors de l'infection par des virus sauvages ou 
n'exprimant pas Nef (virus Δnef) (Zou et al., 2012). 
Alors que les mécanismes responsables de cet impact positif de Nef sur la 
pathogénèse in vivo au cours de l'infection par les VIHs restent encore largement 
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incompris, il est cependant possible de révéler in vitro un effet positif de Nef sur la 
réplication virale et le pouvoir infectieux des particules virales. 
 
II.3.2. Nef et la réplication virale 
Lorsque les propriétés réplicatives de virus sauvages sont comparées à celles 
de virus Δnef dans des tests réalisés in vitro, l’effet positif de Nef sur le pouvoir de 
réplication des virus in vitro ne s’exerce que lors de l’infection de cellules T primaires 
(Aiken and Trono, 1995; Miller et al., 1994). Alors que ces études initiales 
suggéraient que l'expression de Nef était également nécessaire pour permettre une 
réplication optimale dans les macrophages primaires, des études plus récentes ont 
nuancées ces premières observations (Mazzolini et al., 2010; Verollet et al., 2010). 
L'expression de Nef n’est cependant pas nécessaire pour permettre une réplication 
virale effective dans la plupart des lignées cellulaires T CD4+ (Miller et al., 1994) 
(Spina et al., 1994). 
L’effet positif de Nef sur la réplication virale dans les cellules T primaires a été 
expliqué par sa capacité à modifier la réponse des cellules infectées à la stimulation 
induite par le TCR. De cette manière, Nef peut induire l'activation de facteurs de 
transcription cellulaires tels que NF-AT (nuclear factor of activated T-cells), NF-κB 
(nuclear factor kappa B) et AP1 (activator protein 1) qui augmentent la transcription 
au niveau du promoteur LTR viral, et ainsi la réplication virale (Fortin et al., 2004). 
L’effet de Nef sur la réplication virale peut également s’expliquer par sa capacité à 
augmenter, par des mécanismes encore inconnus, le pouvoir infectieux des 
particules virales produites en présence de Nef. 
  
II.3.3. Nef et le pouvoir infectieux des particules virales 
Des virus recombinants à cycle unique de réplication produits en présence de 
Nef sont en effet 5 à 50 fois plus infectieux que des virus produits en l'absence Nef, 
et ce quel que soit le type de cellules cibles utilisés: lymphocytes T primaires ou 
lignées T cellulaires, ou même dans des cellules HeLa exprimant stablement CD4 et 
le corécepteurs (Figure 9) (Chowers et al., 1994) (Miller et al., 1994; Spina et al., 
1994). De façon intéressante, l’expression de Nef dans les cellules cibles de 
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l’infection par un virus Δnef ne permet pas de restaurer un pouvoir infectieux 
comparable à celui des virus sauvages (Aiken and Trono, 1995) (Miller et al., 1995). 
Cet effet positif de Nef sur le pouvoir infectieux des particules virales ne résulte 
pas d'une diminution de la quantité de virus produits en l’absence d'expression de 
Nef dans les cellules productrices (Chowers et al., 1994). Il est par ailleurs en grande 
partie indépendant des effets de Nef sur le trafic de CD4 dans les cellules 
productrices, puisqu'il est observé même lorsque les particules virales sont produites 
à partir de cellules n'exprimant pas CD4 (Aiken and Trono, 1995; Chowers et al., 
1994) (Madrid et al., 2005). Les données de la littérature indiquent cependant qu’il 
existe un lien entre la capacité de Nef à augmenter le pouvoir infectieux des 
particules virales et sa capacité à perturber les voies de trafic intracellulaire. 
Effectivement, un virus exprimant une protéine Nef mutée dans le motif di-leucine de 
la boucle C-terminale, impliquée dans l’interaction de Nef avec les complexes AP, 
présente un pouvoir infectieux largement diminué et comparable à celui des virus 
produits en l'absence totale de Nef (Madrid et al., 2005; Stoddart et al., 2003). Ces 
effets positifs de Nef sur le pouvoir infectieux des particules virales résultent 
cependant de plusieurs mécanismes indépendants, puisque la mutation du motif 
72PxxP75 de Nef, participant aux altérations de certaines voies de signalisation via 
son interaction avec des kinases à domaines SH3, affecte également le pouvoir 
infectieux des virus produits (Saksela et al., 1995).  
La diminution du pouvoir infectieux des particules virales produites en l’absence 
de Nef résulte notamment d'un défaut de rétro-transcription du génome viral dans les 
cellules cibles, montrant que l’effet positif de Nef s’exerce dans des étapes 
postérieures à l’entrée du virus (Aiken and Trono, 1995; Schwartz et al., 1995). Ses 
observations indiquent que l'expression de Nef dans les cellules productrices va 
conditionner le bon déroulement des étapes précoces de la réplication dans les 
cellules cibles (Aiken and Trono, 1995; Khan et al., 2001). L'impact positif de Nef sur 
le pouvoir infectieux des particules virales est cependant clairement dépendant de la 
voie d’entrée du virus dans la cellule cible. En effet, Nef influence positivement le 
pouvoir infectieux de particules virales pseudotypées par des enveloppes de 
rétrovirus (VIH, MLV pour murine leukemia virus) entrant dans la cellule par fusion 
entre l'enveloppe virale et la membrane plasmique (Laguette et al., 2009a; Pizzato et 
al., 2008), alors que cet effet disparaît lorsque les virus sont pseudotypés avec la 
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glycoprotéine d'enveloppe VSV-G du VSV (vesicular stomatitis virus) par exemple, 
qui lui entre par un mécanisme d’endocytose (Aiken, 1997).  
 
 
Figure 10 : Nef augmente le pouvoir infectieux des particules virales. 
L’expression de Nef dans les cellules productrices des virus augmente le pouvoir infectieux des 
particules virales produites. Cependant les mécanismes qui impliquent le pouvoir infectieux des  
particules virales restent largement à clarifier.  
 
II.3.4. Incorporation de Nef dans les particules virales 
Nef est incorporée dans les particules virales lors de l’assemblage à la surface 
des cellules productrices (Laguette et al., 2009a; Welker et al., 1996), mais la 
quantité de Nef incorporée est estimée à une dizaine de molécules par particule 
virale (Welker et al., 1998) qui seront ensuite clivées par la protéase virale lors de la 
maturation de la particule (Ciuffi et al., 2004; Laguette et al., 2009a; Welker et al., 
1996). Néanmoins, il est encore impossible d’affirmer si cette incorporation exerce ou 
non un impact sur l’augmentation du pouvoir infectieux viral. Alors que certains 
auteurs ont proposé que Nef, clivé par la protéase, pourrait interagir avec la 
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transcriptase inverse dans la particule virale (Ciuffi et al., 2004), le rôle de 
l’incorporation de Nef et son implication dans le pouvoir infectieux des particules 
virales a été largement controversée (Fackler et al., 2006) (Laguette et al., 2009a). 
Enfin, le pouvoir infectieux des virus Δnef peut être restauré par l’expression de Nef 
en trans dans les cellules productrices, mais pas, comme nous l'avons indiqué ci-
dessus, lorsque Nef est exprimée en trans dans les cellules cibles (Aiken and Trono, 
1995; Miller et al., 1995). La présence de Nef est donc absolument requise dans les 
cellules productrices pour maintenir un pouvoir infectieux optimal, mais son 
incorporation dans les particules virales ne semble pas obligatoire à cet effet.  
 
II.4. Inhibiteurs de Nef 
II.4.1. Nef comme cible potentielle de traitement 
Les recherches intensives menées sur les VIH ont permis d’identifier des cibles 
moléculaires aboutissant au développement d’inhibiteurs spécifiques de la réplication 
virale. Ces inhibiteurs ciblent les activités catalytiques des trois enzymes virales 
impliquées dans des étapes clés du cycle de réplication des VIH, mais également 
l’étape d’entrée de ces virus dans leurs cellules hôtes. Bien que l’utilisation courante 
en clinique de ces thérapies antivirales hautement actives permette aujourd’hui une 
forte augmentation de l’espérance de vie des sujets infectés, elles sont incapables 
d’éradiquer totalement l’infection. L’identification de nouvelles cibles d’intervention et 
l’étude de nouvelles approches technologiques permettant une inhibition directe des 
fonctions de certaines protéines virales structurales ou régulatrices au cours de 
l’infection naturelle par les VIH, restent donc toujours nécessaires pour le 
développement de stratégies antivirales originales capables de perturber la 
réplication des VIHs dans la cellule cible. 
Alors qu’il est maintenant bien établi que la protéine Nef des VIHs joue un rôle 
essentiel au cours de l’infection naturelle dans la physiopathologie de l’infection et la 
pathogénèse du SIDA (Foster et al., 2011; Laguette et al., 2010), cette protéine virale 
n’est pour l’instant la cible d’aucune stratégie thérapeutique antivirale, même si 
plusieurs inhibiteurs ont maintenant été développés par différentes équipes. 
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II.4.2. Molécules inhibitrices de Nef 
L’équipe de Kalle Saksela (Université d’Helsinki), avec laquelle l'équipe de S. 
Benichou collabore, a développé des versions modifiées du domaine SH3 de la 
kinese Hck comme inhibiteurs potentiels de Nef (Hiipakka et al., 1999). L’interaction 
entre Nef et le domaine SH3 de Hck représente en en effet l’une des plus fortes 
affinités connues entre une molécule à motif poly-proline et un domaine SH3 (Lee et 
al., 1995). Les domaines SH3 sont des domaines très conservés constitués de cinq 
feuillets béta organisés en deux surfaces superposées et séparés par des boucles 
non structurées (Horita et al., 1998; Mayer, 2001). La première de ces boucles, 
appelée la boucle RT, est particulièrement bien conservée parmi les différentes 
séquences de domaines SH3. Dans le cas de Hck, cette boucle est déterminante 
pour la reconnaissance par Nef, via notamment le résidu Phe90 de la protéine (Lee 
et al., 1995). L'équipe de K. Saksela a pu sélectionner trois molécules correspondant 
à des versions modifiées de la boucle RT du domaine SH3 de Hck présentant une 
affinité de l'ordre du nM (Hiipakka et al., 1999). Alors que ces molécules semblent 
relativement efficaces pour inhiber l’interaction de Nef avec la kinase Pak2, elles se 
sont avérées inefficaces sur la diminution de l’expression de surface de CD4. Aucun 
test sur le pouvoir infectieux des particules virales n’a été rapporté jusqu’à présent. 
Récemment, la structure de l’un de ces RRT-SH3 complexé avec Nef a été résolue 
par cristallographie (Horenkamp et al., 2011). 
Les travaux d’Olszewski et al. (Olszewski et al., 2004) ont rapporté que des 
analogues d’alcaloïdes de guanidines étaient capables in vitro d'inhiber les 
interactions de Nef avec certaines protéines dont p53 et la kinase Lck. Cependant, 
ces molécules se sont avérées trop cytotoxiques pour permettre une analyse leur 
activité dans le contexte cellulaire (Olszewski et al., 2004). 
Les travaux de Betzi et al. (Betzi et al., 2007) ont plus récemment rapporté 
l’identification de deux molécules dont les structures ont été découvertes par un 
criblage in silico en utilisant les données structurales du complexe formé par 
l'association de Nef avec le domaine SH3 de Hck. A partir du criblage virtuel d’une 
banque de molécules chimiques, une présélection d’un millier de molécules a été 
réalisée en analysant leur capacité physico-chimique de s’associer à Nef à l’aide de 
modèles informatiques. Ce criblage virtuel a permis la sélection d’une dizaine de 
molécules. Alors que ces molécules semblent relativement efficaces pour inhiber in 
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vitro l’interaction de Nef avec le domaine SH3 de Hck, aucun essai fonctionnel n’est 
permettant d’analyser l’efficacité potentielle de ces drogues dans un système 
cellulaire n'est rapporté dans cette étude (Betzi et al., 2007). 
Comme nous l’avons indiqué dans une partie précédente de ce manuscrit, l'un 
des mécanismes utilisé par Nef pour moduler l’expression de surface des molécules 
du CMH-I ferait intervenir le recrutement d’un complexe multi-kinase, par 
l’intermédiaire du domaine poly-proline 72PxxP75 de Nef. Un nouvel inhibiteur, nommé 
2c et développé par Dikeakos et al. (Dikeakos et al., 2010), permettrait l’assemblage 
du complexe multi-kinase, provoquant ainsi l’inhibition de l’internalisation des 
molécules du CMH-I induite par Nef. Cependant, aucune donnée sur l'effet potentiel 
de la molécule 2c sur l’augmentation du pouvoir infectieux des particules virales 
induite par Nef n'a été présenté dans ce travail.  
Les travaux récents de Breuer et al. (Breuer et al., 2011) ont consisté à 
développer plusieurs inhibiteurs de Nef de nature polypeptidique constitués de la 
combinaison de plusieurs fragments de protéines cellulaires interagissant avec Nef. 
Cette équipe a donc généré 4 types d’inhibiteurs, nommés NI (1 à 4) pour "Nef-
interacting domains". Ils résultent de de la fusion des domaines RRT-SH3 de Hck 
modifiés (NI1) développés par Hiipakka et al. (Hiipakka et al., 1999) un domaine de 
la sous-unité β des complexes AP-2 (NI2), ii) du domaine cytoplasmique de CD4 
(NI3), iii) du domaine de de la protéine GGA2 (NI4), qui est un adaptateur 
monomérique de la clathrine capable de reconnaitre le motif di-Leucine de Nef. Les 
protéines de fusion comportant le domaine de reconnaissance du motif di-Leucine de 
Nef (NI2 et NI4) s'étant avérées instables, leur activité n'a donc pas pu être analysée. 
La seule famille étudiée en détail correspond donc à celle dérivée de NI3. Exprimées 
en intracellulaire, les molécules NI3 se sont avérées efficaces pour inhiber les effets 
de Nef sur l’expression de surface de CD4, CCR5, et des molécules du CMH-I, mais 
également sur l’augmentation du pouvoir infectieux des particules virales induite par 
Nef. Des études structurales des interactions de ces inhibiteurs avec Nef ont 
également été réalisées, suggérant que les sites de reconnaissance sur Nef de ces 
inhibiteurs pourraient être utilisés pour le développement ultérieur par modélisation 
moléculaire de nouveaux inhibiteurs. 
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II.4.3. Développement d'un fragment d'anticorps simple-chaine et dérivés 
L'équipe de S. Benichou a récemment isolé et cloné un fragment d’anticorps 
simple-chaine (sdAb, pour "single domain antibody") de lama de très bonne affinité 
(KD=1,5x10-10 M) ciblant spécifiquement la protéine Nef du VIH-1 (Bouchet et al., 
2011). In vitro, ce sdAb est capable d’inhiber la plupart des fonctions de Nef, 
révertant notamment ses effets perturbateurs sur la voie d’endocytose et certaines 
voies de signalisation intracellulaire. Exprimé dans des cellules infectées, le sdAb 
anti-Nef co-localise parfaitement avec la protéine Nef au niveau de structures 
membranaires situées dans la région péri-nucléaire. Il est alors capable d’inhiber 
l’interaction de Nef avec la kinase PAK2, et d’empêcher ainsi les effets inhibiteurs de 
Nef sur le remodelage de l’actine dans les lymphocytes infectés. Le sdAb anti-Nef 
est également capable d’inhiber l’effet modulateur de Nef sur l’endocytose de CD4 à 
la membrane plasmique, permettant de restaurer un niveau d’expression normale de 
CD4 à la surface des cellules T. Le sdAb anti-Nef est cependant inactif sur la 
modulation par Nef de l’expression de surface des molécules du CMH-I qui relève 
d’un mécanisme différent de celui impliqué dans la modulation de CD4 (Laguette et 
al., 2010). Enfin, l’expression du sdAb permet de contrecarrer l’augmentation du 
pouvoir infectieux des particules virales induite par Nef, ainsi que l’impact positif de 
Nef sur la réplication du VIH-1 dans des cellules primaires mononucléées du sang 
périphérique.  
A partir du sdAb anti-Nef, ont été récemment développés des inhibiteurs de 
seconde génération, appelés « Neffins », consistant à greffer des versions modifiées 
du domaine SH3 de la kinase Hck à l’extrémité C-terminale du sdAb (Bouchet et al., 
2012). Sans aucune toxicité cellulaire apparente, les Neffins B6 et C1 présentent une 
affinité pour Nef de l’ordre du pico-molaire (Jarviluoma et al., 2012), et sont capables 
d’inhiber, au moins in vitro, la totalité des fonctions et perturbations induites par Nef 
au cours de l’infection des cibles cellulaires, lymphocytes et macrophages, du VIH-1. 
Alors que le sdAb anti-Nef présentait une activité très limitée sur la diminution de 
l’expression de surface des molécules du CMH-I induite par Nef (Bouchet et al., 
2011), les Neffins sont très actives pour inhiber les effets de Nef sur l’expression de 
surface à la fois de CD4 et des molécules du CMH-I (Bouchet et al., 2012), y compris 
contre des allèles de Nef d’isolats VIH-1 qui n’étaient pas sensibles au sdAb. Ces 
résultats démontrent que ces inhibiteurs présentent un spectre d’action élargie qui 
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leur permet de contrecarrer l’ensemble des fonctions de Nef. Nous avons pu montrer 
que l’activité inhibitrice élargie des Neffins résulte de leur capacité à inhiber 
directement les interactions de Nef avec ses effecteurs cellulaires responsable de 
ses effets perturbateurs sur les voies de trafic et de signalisation intracellulaires 
(Bouchet et al., 2012). 
Finalement, des résultats obtenus in vivo, par transfert de gène dans un modèle 
de souris transgéniques exprimant la protéine Nef du VIH-1, indiquent que le sdAb 
anti-Nef est capable de supprimer la plupart des désordres immunologiques induits 
par Nef dans ce modèle murin (Hanna et al., 1998). L’expression du sdAb permet en 
effet de contrecarrer le défaut de maturation thymique, ainsi que l’activation 
périphérique des cellules T CD4+, induits par Nef. L’ensemble de ces résultats 
démontre qu’il est donc possible d’inhiber, à l’aide d’un ligand unique, la totalité des 
fonctions de Nef au cours de l’infection des cibles cellulaires des VIH. Les Neffins 
possèdent en effet un spectre large de reconnaissance des protéines Nef des VIH-1 
et VIH-2, puisqu’ils inhibent efficacement les fonctions des protéines Nef codées par 
des allèles primaires de nef issus de patients infectés par différents sous-types de 
VIH-1 et VIH-2 (Bouchet et al., 2011; Bouchet et al., 2012). 
 
.  
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III. Objectif du travail de thèse 
Comme nous l'avons vu, la protéine Nef des lentivirus de primates (VIH-1, VIH-
2 et VIS) joue un rôle essentiel dans la physiopathologie de l’infection et l’induction 
du SIDA. La capacité de la protéine Nef du VIH-1 à perturber le trafic intracellulaire 
de protéines membranaires, et notamment du récepteur CD4, circulant entre les 
compartiments de la voie d’endocytose pourrait rendre compte de son importance 
comme facteur de virulence au cours de l’infection naturelle. Les mécanismes 
responsables des perturbations de la voie d’endocytose induites par Nef au cours de 
l’infection ne sont pas totalement élucidés, mais il est maintenant admis qu’elles 
résultent notamment de l'interaction avec les complexes adaptateurs (AP) associés à 
la clathrine et participant au transport vésiculaire entre les différents compartiments 
de la voie d’endocytose.  
Notre objectif était d'essayer de déterminer les mécanismes par lesquels Nef 
influence positivement le pouvoir infectieux du VIH-1 en interagissant avec la 
machinerie cellulaire de la voie d’endocytose. Notre programme s’est organisé 
autour de deux axes principaux. Le premier axe a consisté à étudier l’implication 
respective des différents types de complexes AP (AP-1, -2 et -3) sur les perturbations 
du fonctionnement de la voie d’endocytose induites par Nef en analysant son impact 
sur le niveau d’expression de surface de CD4. Ainsi, la déplétion de l’expression des 
complexes AP-1, AP-2 et AP-3 a été effectuée dans des lignées cellulaires exprimant 
CD4 par une approche d’ARN interférence, et le niveau d’expression de surface de 
CD4 a été mesuré en l’absence ou présence de Nef. De plus, afin de confirmer le 
rôle des complexes AP-2 sur l’expression de surface de CD4 induite par Nef, des 
études de cinétique de l’activité de Nef ont été effectuées sur des cellules HeLa-CD4 
déplétées pour les complexes AP-2 par shRNA ou siRNA ciblant, respectivement, les 
sous unités µ2 et α des complexes AP-2.  
Le deuxième axe a consisté à évaluer l’impact de l’interaction entre Nef et les 
complexes AP sur les capacités infectieuses des particules virales. En effet, les 3 
types de complexes AP ont été déplétés dans les cellules productrices des particules 
virales en utilisant des vecteurs lentiviraux exprimant des shRNA ciblant les trois 
types de complexes AP. Le pouvoir infectieux des particules virales exprimant des 
glycoprotéines d’enveloppe à tropisme lymphocytaire (X4) ou pour les macrophages 
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(R5) a été ensuite évalué en infectant les lignées cellulaires exprimant les 
corécepteurs CXCR4 ou CCR5 à leur surface. 
En plus de ces travaux ciblés sur le rôle des complexes AP dans les fonctions 
de Nef, nous avons également souhaité intégrer dans la partie expérimentale des 
travaux auxquels nous avons participé (voir article en Annexe) concernant la 
capacité de Nef à moduler l'expression de surface du récepteur aux chimiokines 
CCR5, et son inhibition par des inhibiteurs spécifiques de Nef développés dans le 
laboratoire. 
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I. Culture cellulaire   
La lignée cellulaire 293T (HEK), qui dérive de cellules embryonnaires rénales 
humaines, a été utilisée pour les productions virales (Laguette et al., 2009b). Les 
lignées HeLa-CD4 et TZM-bl ont été obtenues à partir de la lignée HeLa dérivant 
d'un carcinome humain. Ces cellules expriment de façon stable le récepteur CD4 à 
leur surface, mais la lignée TZM-bl exprime aussi stablement le récepteur CCR5. 
Ces lignées ont été utilisées pour l’analyse de la modulation de l'expression de 
surface des récepteurs CD4, ainsi que pour les tests permettant d'évaluer le pouvoir 
infectieux des particules virales (Laguette et al., 2009a; Laguette et al., 2009b). Elles 
ont été maintenues dans le milieu DMEM supplémenté en Glutamax-1 (Invitrogen) et 
contenant 10% de sérum de veau fœtal (SVF), 100 U/ml pénicilline et streptomycine 
(Invitrogen) à 37°C en présence de 5% de CO2.  
Les cellules HPB-ALL (lignée lymphocytaire T humaine CD4+) et THP-1 (lignée 
monocytaire CD4+) ont été aussi utilisées pour l’analyse de la modulation de 
l'expression de surface de CD4 (Laguette et al., 2009a) (Laguette et al., 2009a). 
Elles ont été maintenues dans le milieu RPMI  supplémenté par du Glutamax-1, 10% 
de SVF et d’antibiotiques (pénicilline et streptomycine) à 37° C en présence de 5% 
de CO2.  
 
II. Plasmides et oligonucléotides 
Les protéines GFP et Nef-GFP ont été exprimées à partir des constructions 
pCG-GFP et pCG-Nef-GFP décrites par (Greenberg et al., 1997). La protéine GFP 
est fusionnée à l’extrémité C-terminale de Nef (VIH-1NL4-3). La protéine Nef 
comportant u épitope de l'hémagglutinine (HA) a son extrémité C-terminale a été 
exprimée à partir du vecteur pSRαNefLAI (Laguette et al., 2009a). Le vecteur 
contrôle permettant l'expression d’une protéine Nef tronquée (Nef-STOP) a été 
construit par introduction d’un décalage du cadre de lecture au niveau du site de 
XhoI présent dans le gène nef du VIH-1NL4-3 (Laguette et al., 2009b). Les 
plasmides pLKO1-shRNA LUC (luciférase) et pLKO1-shRNA AP-1, AP-2 et AP-3 
(complexes AP), commercialisés par Sigma Aldrich, ont été utilisés pour la 
production des vecteurs lentiviraux. Les séquences cibles des shRNA utilisées sont 
les suivantes : shLUC : CGCTGAGTACTTCGAAATGT, shAP-1 : GCAGGAAGTTAT 
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GTTCGTGA, shAP-2 : CATTTATGAAACTCGCTGCTA, et shAP-3 : CCAGTCCAA 
CTACCAGTACA. Le plasmide pLKO.1-shRNA Luc exprimant la shRNA ciblant la 
luciférase a été utilisé comme contrôle.  
Les plasmides utilisés pour la production des particules virales correspondent, 
comme décrit précédemment (Laguette et al., 2009a) au plasmide pCMVΔR8.91 
exprimant les gènes gag, pol, tat et rev du VIH-1, au plasmide codant pour la GFP 
sous contrôle du promoteur LTR (pHIvec2.GFP), au plasmide pSRαNefLAI, 
exprimant Nef-HA ou Nef- STOP (Xho) et aux plasmide exprimant les enveloppes 
des isolats HXBc2 ou YU2 du VIH-1 (pSVIIIenv), ou la glycoprotéine d'enveloppe 
VSV-G du VSV (pHCMV-G). 
Les séquences des siRNA utilisées pour la déplétion des complexes APs sont 
les suivantes : siLuc contrôle ciblant la luciférase: GCCATTCTATCCTCTA 
GAGGATG; les siAP ciblant les complexes AP-1 : GCGCCUGUACAAAGCAAUU), 
AP-2 : GAGCCGACACCACCGCCAT et AP-3 : CCAGTCCAACTACCAGTACAT) 
(Sigma). 
 
III. Déplétion des complexes APs par shRNA ou siRNA 
III.1 Production des vecteurs lentiviraux exprimant les shRNA 
Les cellules 293T ont été ensemencées à 12x106 cellules par flasque de 175 
cm2 la veille de la transfection, puis les cellules ont été transfectées par les 
plasmides pCMVΔR8.91, pHCMV-G et pLKO1-shRNA-AP ou pLKO1-shRNA-LUC 
(Sigma), par la technique au phosphate de calcium comme décrit précédemment 
(Guenzel et al., 2012). 240 µl de CaCl2 (0,25 mM) ont été ajoutés au mélange de 
plasmides dans un volume final de 1 ml. Le mélange a ensuite été versé goutte à 
goutte sur 1 ml de tampon HBS 2x (NaCl 140 mM, KCl 5 mM, Na2HPO4 0,75 mM, 
glucose 6 mM, Hépès 25 mM pH 7,05) et incubé 20 min à la température ambiante. 
Ce mélange a été ajouté goutte à goutte sur les cellules dans leur milieu de culture. 
Le milieu a été régénéré après 6 h d'incubation. Après 48 h d’incubation, le 
surnageant de culture contenant les particules lentivirales a été récupéré et 
centrifugé à 2000 rpm pendant 5 min, puis filtré sur filtre de 0.45 µM. Les vecteurs 
ont été ensuite concentrés par ultracentrifugation à 22000 rpm pendant 1h30 à 4° C, 
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puis sont stockés à -80°C. La concentration des particules lentivirales a été évaluée 
par le dosage de l'antigène p24 (Kit ELISA p24; Innogenetics). 
Pour la déplétion cellulaire des complexes AP, les cellules adhérentes (293T ou 
HeLa-CD4) ont été ensemencées en plaque 6 puits (2.5x106 cellules/puits) et les 
cellules non-adhérentes (HPB-ALL et THP1) à 1 x106 cellules par puits. Le jour 
suivant, les cellules ont été transduites par les particules lentivirales. Après 24 h, le 
milieu de culture a été changé et additionné de puromycine à 0.5-1 µg/ml pour les 
cellules HeLa-CD4 et 293T et, respectivement, à 1 et 2 µg/ml pour les cellules THP1 
et HPB-ALL. Les cellules transduites ont été sélectionnées et amplifiées 6 jours. 
 
III.2 Déplétion des complexes AP par siRNA 
Les cellules HeLa-CD4 (2.5x106 cellules par puits dans une plaque de 6 puits) 
ont été transfectées  deux jours de suite avec un mélange de 100 nM de siRNA par 
la Lipofectamine RNAiMAX (Promega) dans le milieu Opti-MEM (Gibco). 48 h après 
la transfection de siRNA, les cellules ont été transfectées avec les plasmides 
exprimant GFP ou Nef-GFP comme décrit précédemment (Laguette et al., 2009b). 
24 h plus tard, le niveau d’expression de surface de CD4 a été analysé par 
cytométrie en flux (voir ci-dessous). 
 
IV. Production des pseudo-particules virales et infection  
IV.1. Production des virus rapporteurs à cycle unique de réplication 
Les cellules 293T transduites par les shRNA-AP ou -Luc ont été ensemencées 
à 3x106 cellules par flasque de 75 cm2 dans du milieu DMEM complet (deux flasques 
sont prévues pour chaque production virale). Les cellules ont été transfectées par la 
technique de précipitation du phosphate de calcium avec les plasmides suivant 
(Laguette et al., 2009a) (Laguette et al., 2009b): 8 µg de plasmides pCMVΔR8.91, 4 
µg de vecteur LTR exprimant la GFP, 2 g des plasmides pSRαNefLAI exprimant 
Nef-HA ou Nef-STOP (Xho) et 2 µg de plasmide d’enveloppe pSVIIIenv (VIH-1 
HXBc2 ou YU2) ou VSV-G. Le changement du milieu a été effectué 6 h après la 
transfection. 48 h plus tard, les surnageants contenant les virus ont été centrifugés, 
et les virus filtrés puis stockés à -80°C avant utilisation pour les tests d’infection. Les 
particules virales produites ont été préalablement analysées par Western-blot. Pour 
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cela, les stocks viraux ont été ultracentrifugés pendant 1h30 à 22000 rpm à 4°C sur 
coussin de sucrose (4ml de sucrose 20%). Le culot a été ensuite repris dans 80 µl de 
tampon Laemmli 1X puis incubé 5 min à 95°C. Les échantillons sont conservés à -
20°C jusqu’à analyse par SDS-PAGE. Une analyse par Western-blot a également été 
effectuée sur les lysats des cellules productrices de virus afin d’analyser l'expression 
Nef. 
 
IV.2. Infection des cellules cibles 
La concentration des stocks viraux a été mesurée par le dosage p24 (Kit ELISA 
p24; Innogenetics). Des cellules HeLa-CD4 ont été ensemencées en plaque 6 puits à 
105 cellules par puits et infectées 24 h plus tard avec des concentrations identiques 
de virus (0.5 µg de p24/ml). 48h après l’infection, les cellules ont été récoltées et 
fixées par du PBS-formaldehyde à 3.7% pendant 2 h avant d’être analysées par 
cytométrie de flux (Canto; BD Biosciences). Le pouvoir infectieux a été évaluée par 
détermination du pourcentage des cellules GFP positives. Le pouvoir infectieux des 
particules virales a été évalué par rapport à celle des virus Nef-WT dans les cellules 
contrôles exprimant shLuc (100%). 
 
V. Analyse de l’expression de surface de CD4 et CCR5  
V.1. Expression de surface de CD4  
Les cellules HeLa-CD4 ont été ensemencées à 2.5x106 par puits alors que les 
cellules HPB-ALL et THP-1 ont été ensemencées à 15x106 cellules par flasque de 25 
cm2. Après 24 h d’incubation, les cellules HeLa-CD4 ont été transfectées avec 1 µg 
de plasmide exprimant GFP ou Nef-GFP en utilisant le réactif FuGENE® HD. Les 
cellules HPB-ALL et THP-1 ont été transfectées avec 20 µg de plasmide exprimant 
GFP ou Nef-GFP par électroporation (260V et 950µF, BioRad Gene pulser II). Les 
cellules transfectées ont été incubées à 37°C pendant 24 h, puis récoltées dans du 
PBS-EDTA 2%. Par la suite le marquage par l’anticorps anti-CD4 monoclonal de 
souris (1/10) (clone SK3, BD Bioscience) couplé à la PE a été effectué pendant 1h à 
4°C dans du PBS-BSA 0.1%. Après lavage dans le PBS-BSA, les cellules ont été 
fixées par du formaldéhyde à 3.7% pendant 30 min. L’expression de surface de CD4 
a été ensuite analysée par cytométrie en flux (cytométre Canto; BD Biosciences) et 
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les résultats ont été analysés par le logiciel BD FACSDIVA. Les résultats 
correspondent aux moyennes de fluorescence des cellules GFP positives par rapport 
aux cellules GFP négatives.   
 
V.2. Expression de surface de CCR5  
Les cellules HeLa-CD4 TZM-bl exprimant CCR5 ont été ensemencées en 
plaque 6 puits à 2.5x106 cellules par puits. 24 h après, elles ont été transfectées avec 
les plasmides exprimant le contrôle GFP ou Nef-GFP, ainsi que des quantités 
croissantes (ratios 1:1 à 1:3 µg) des plasmides exprimant le fragment d’Ac sdAb19 
ou les Neffins B6 et C1, en utilisant le FuGENE® HD comme agent transfectant. Le 
milieu a été changé 6 h après transfection, et les cellules ont été récoltées 24 h plus 
tard et marquées par l’anticorps anti-CCR5 humain couplé à Alexa 647 (1/50) à 4° C 
pendant 1 h. L’expression de surface de CCR5 a été ensuite analysée par cytométrie 
en flux comme précédemment. 
 
VI. Immunodétection (Western-blot) 
Les lysats cellulaires (dont la concentration en protéines a été mesurée par le 
kit BioRad) et/ou le surnageant contenant des particules virales (dont la 
concentration en p24 a été analysée en ELISA), ont été repris dans le tampon 
Laemmli supplémenté en dithiothréitol, et ces échantillons ont été dénaturés à 95° C 
pendant 10 min. Des quantités équivalentes de protéines ont été soumises à une 
électrophorèse SDS-PAGE dans un gel de polyacrylamide à 10, 12 ou 15%  dans un 
tampon de migration (Tris 25mM, glycine 192mM, SDS 0,1%, pH 8,3), puis sont 
transférées sur une membrane PVDF (GE Healthcare) par électrotransfert liquide 
dans un tampon de transfert (Tris 25mM, Glycine 192mM, Éthanol 20%, pH 8.3) 
pendant 1 h, à 100 V et à 4°C. Les membranes PVDF ont été saturées avec 5% de 
lait dans du PBS 0.1%, Tween-20 (PBS-T) pendant 60 min, puis rincées en PBS-T et 
incubées toute la nuit avec l’anticorps primaire dans du PBS-T. Après deux autres 
rinçages en PBS-T, les membranes sont incubées avec l’anticorps secondaire 
couplé à la peroxydase (Sigma-Aldrich) pendant 30 min à température ambiante. 
Après deux nouveaux rinçages, le marquage a été révélé par incubation dans le 
réactif ECL (Enhanced chimiluminescence; GE Healthcare). Les anticorps utilisés 
sont les suivants: anticorps de souris anti-AP-1γ (1/400), AP-2µ (1/250) et AP-3δ 
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(1/400)(Becton Dickinson), anticorps anti-p24 de souris (1/1000) (NIH; Abcam), 
anticorps anti-β-actine de souris (1/10000) (Sigma), anticorps anti-HA de rat (1/1000) 
(3F10; Roche). Les anticorps secondaires sont des anticorps de chèvre couplé à la 
peroxydase dirigés contre les IgG de souris, rat ou lapin, et utilisé à une dilution de 
1:2000 (Sigma). 
 
VII. Immunofluorescence (IF)  
Les cellules HeLa-CD4 ont été ensemencées sur des lamelles de verre en 
plaques 6 puits (2.5x106 cellules par puits). Après transfection, elles ont été fixées à 
la PFA 4% (Sigma) pendant 30 min à 4° C. Les cellules ont été ensuite incubées et 
marquées pendant une heure à température ambiante avec les anticorps primaires 
anti AP-1, -2, et -3 (monoclonaux de souris) dans du PBS-BSA 1% additionné de 
0.1% de Triton X-100 (Sigma). Elles ont ensuite été marquées par l’anticorps 
secondaire Alexa-647(1/250) pendant 30 min. Les lamelles ont été lavées dans du 
PBS-BSA entre chaque marquage, puis elles ont été montées sur des lames en 
utilisant le milieu de montage SlowFade (Invitrogen) contenant du 4′,6′-diamidino-2-
phenylindole (Dapi). Les cellules ont été analysées à l'aide d'un microscope inversé à 
épi-fluorescence (Leica DMI 6000). Les images ont été traitées à l’aide du logiciel 
ImageJ. 
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Résultats 
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Partie I. Rôle des complexes AP-1, AP-2 et AP-3 sur la diminution 
de l’expression de surface de CD4 induite par la protéine Nef 
 
I.1. Effet de Nef sur l’expression de surface des récepteurs CD4 et CCR5 
I.1.1.  Modulation de l’expression de CD4 et CCR5 
Nef modulant l’expression de nombreux récepteurs de surface (Piguet et al., 
1999b), nous avons voulu analyser dans un premier temps la capacité de différents 
mutants de Nef à induire une diminution de l’expression de surface des récepteurs 
CD4 et CCR5. Différents mutants ont donc été analysés : les mutants LL/AA et 
DD/AA  correspondent, respectivement, à des substitutions dans les motifs 
(160E/DxxxLL165) et (174(D/E)D175) localisés dans le boucle flexible C-terminale, le 
mutant PxxP/AxxA correspond à la mutation du motif poly-Proline (72PxxP75) localisé 
dans le « core » de la protéine, le mutant (EEEE/AAAA) correspond à la substitution 
des résidus du cluster acide 62EEEE65 localisé dans la partie N-terminale, et enfin le 
mutant G2A correspond à la substitution du résidu N-terminal Gly en position 2 
nécessaire à la myristylation de la protéine. L’impact de ces mutations sur 
l’expression de surface de CD4 et CCR5 a donc  été testé dans des cellules HeLa-
CD4 et TZM-bl, respectivement. Les cellules ont été transfectées avec les plasmides 
exprimant la protéine Nef mutée fusionnée avec la GFP, et l’expression de surface 
de CD4 et CCR5 a été mesurée 24 h après transfection par cytométrie en flux après 
marquage de surface à l’aide d’anticorps spécifiques. La moyenne de fluorescence 
des marquages CD4 et CCR5 a été analysée dans les cellules GFP positives et 
l'activité de chaque mutant a été calculée par rapport à la protéine sauvage (Figure 
11). Comme attendu le niveau d’expression de surface des deux récepteurs CD4 et 
CCR5 était réduit dans les cellules exprimant la protéine Nef-GFP sauvage, 
d’environ 80 % pour CD4 (partie B) et de 50 % pour CCR5 (partie A) par rapport aux 
cellules contrôles exprimant la GFP.  
Alors que le niveau d’expression de CD4 de surface n’était pas affecté 
significativement dans les cellules exprimant les mutants Nef-GFP LL/AA, DD/AA et 
G2A, les mutants EEEE/AAAA et PxxP/AxxA conservaient la capacité, comme la 
protéine Nef-GFP sauvage, de moduler l’expression de surface de CD4 (Figure 
11.B). En revanche, le niveau d’expression de surface de CCR5 était influencé 
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significativement, comme dans les cellules exprimant la protéine sauvage, par tous 
les mutants de Nef analysés, à l'exception du mutant G2A (Figure 11.A). Comme 
attendu (Michel et al., 2005), la myristoylation de Nef est donc absolument 
nécessaire au maintien de l'activité de la protéine sur la modulation des récepteurs 
de surface CD4 et CCR5 . Alors que la diminution de l'expression de CD4 est 
clairement lié aux motifs (160E/DxxxLL165) et (174(D/E)D175) impliqués dans l'interaction 
de Nef avec les complexes AP de la voie d'endocytose (Janvier et al., 2003b; 
Chaudhuri et al., 2009), ces deux motifs, ainsi que les motifs 62EEEE65 et 72PxxP75, 
ne semblent pas participer directement à la modulation de l'expression de surface de 
CCR5 induite par Nef. Ces résultats indiquent donc que les mécanismes mis en jeu 
par Nef pour moduler le niveau d'expression de surface de CCR5 sont clairement 
différents de ceux impliqués dans la modulation de l'expression de CD4. 
 
  
 
60 
 
Figure 11 : Modulation de l’expression de surface de CD4 et CCR5 induite par Nef.                       
Les cellules HeLa-CD4 TZM-bl (exprimant CD4 et CCR5) ont été transfectées avec les plasmides 
exprimant le contrôle GFP (pCG-GFP) ou Nef-GFP sauvage (pCG Nef-GFP) ou mutées sur les 
positions LL164/165, DD174/175, 72PxxP75, 62EEEEE65 et MG2.  24 h après transfection, les cellules ont été 
récoltées et marquées à 4°C par l’Ac anti-CCR5 humain couplé à Alexa 647, ou par l’Ac anti-CD4 
couplé à la PE. L'expression de surface de CCR5 (A) et CD4 (B) a été ensuite analysée par 
cytométrie en flux. Les résultats correspondent aux moyennes de fluorescence des cellules GFP 
positives par rapport aux cellules GFP négatives; ils sont exprimés en pourcentage de l'expression de 
surface de CD4 mesuré dans les cellules exprimant la GFP (100%). Les valeurs sont les moyennes 
de trois expériences indépendantes. Les barres d'erreur représentent 1 écart-type à partir de la 
moyenne.  
 
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    
I.1.2. inhibition par les Neffins de l’effet de Nef sur l’expression de surface de 
CCR5   
Nous avons ensuite analysé si les inhibiteurs de Nef développés dans le 
laboratoire de S. Benichou (Bouchet et al., 2011) (Bouchet et al., 2012) étaient 
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capables de bloquer, comme pour CD4, les effets de Nef sur la modulation de 
l'expression de CCR5 à la surface cellulaire. Ces  inhibiteurs correspondent à un 
fragment d’anticorps simple-chaîne (sdAb19) ciblant spécifiquement la protéine Nef 
du VIH-1 (Bouchet et al., 2011), ainsi qu'à ses dérivés, appelés Neffins B6 et C1, 
correspondant à la fusion de versions modifiées du domaine SH3 de la kinase Hck à 
l’extrémité C-terminale du sdAb anti-Nef (Bouchet et al., 2012). Des cellules HeLa 
(TZM-bl) exprimant stablement le récepteur CCR5 ont donc été co-transfectées avec 
le plasmide exprimant Nef-GFP et des concentrations croissantes des plasmides 
exprimant sdAb19 ou les Neffins B6 et C1 (ratio 1:1 et 1:3 µg), puis l’expression de 
surface de CCR5 a été analysée par cytométrie en flux (Figure 12). Cette analyse 
montre que les Neffins, comme le sdAb19, sont capables d’inhiber très efficacement 
l’impact de Nef sur l’expression de surface de CCR5, permettant de restaurer un 
niveau d'expression du récepteur comparable à celui des cellules contrôles 
exprimant la GFP.  
 
 
Figure 12 : Effets inhibiteurs des Neffins sur la diminution de l'expression de surface de CCR5 
induite par Nef.   
Les cellules HeLa-CD4 TZM-bl ont été transfectées avec les plamsides pCG-GFP ou pCG-Nef-GFP et 
des quantités croissantes (ratios 1:1 à 1:3 µg) des plasmides exprimant le sdAb19 ou les Neffins B6 et 
C1. Les cellules ont été marquées par l’Ac anti-CCR5 comme précédemment et analysées par 
cytométrie en flux. Les résultats sont exprimés comme dans la figure 11. Les barres d'erreur sont 
l'écart-type de la moyenne pour la double transfection. Les valeurs sont les moyennes de trois 
expériences indépendantes. Les barres d'erreur représentent 1 écart-type à partir de la moyenne. La 
significativité statistique (** P <0,01, *P<0,05) a été calculée en utilisant le test t (Student’s t-test). 
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I.2. Impact de la déplétion des complexes AP par shRNA sur la 
modulation de l’expression de surface de CD4 induite par Nef 
 
I.2.1. Déplétion des complexes AP et activité de Nef dans les cellules HeLa-CD4   
Dans cette partie de mon travail, l’objectif était d’étudier l’effet de la déplétion de 
chacun des trois complexes AP-1, AP-2 et AP-3 sur la modulation de l’expression de 
CD4 de surface induite par Nef en ciblant, respectivement, les sous-unités , 2 et  
des complexes AP-1, AP-2 et AP-3 par une approche de shRNA ("short hairpin 
RNA").  
Dans un premier temps, des vecteurs lentiviraux exprimant les shRNA ciblant 
les 3 complexes AP ont été produits dans des cellules 293T, et utilisés pour 
transduire des cellules HeLa-CD4 ont été ensuite transduites. Après sélection, les 
cellules résistantes à la puromycin et la déplétion des complexes AP a été analysée 
par Western-blot et immunofluorescence par rapport aux cellules contrôles 
transduites par les shLUC (Figure 13A et B, respectivement). 
Comme attendu, les complexes AP-1 et AP-3 se localisent bien, dans les 
cellules transduites par le lentivirus shLUC contrôle, dans la région périnucléaire 
correspondant au TGN et endosomes (Robinson, 2004) (Figure 13.B1), alors que les 
complexes AP-2 montrent un marquage punctiforme localisés au niveau de la 
membrane plasmique (Schmid, 1997) (Figure 13.B1). Comme le montrent les 
marquages réalisés sur les cellules transduites par les lentivirus exprimant les shAP, 
la suppression de l'expression de chacun des complexes AP était relativement 
efficace (Figure 13B1), et la quantification du pourcentage de cellules exprimant les 
complexes AP indiquent que leur expression est significativement diminuée dans la 
majorité des cellules transduites (Figure 13B2).  
 
 
 
 
 
 
 
  
 
63 
 
Figure 13 : Déplétion par shRNA des complexes AP dans les cellules HeLa-CD4.  
Les cellules ont été transduites avec les virus exprimant les shRNA ciblant la luciférase (LUC) ou les 
sous-unités ,  et  des complexes AP-1, AP-2 et AP-3, respectivement, puis ont été sélectionnées 
en présence de puromycine. (A) Analyse de la déplétion des complexes AP par Western-blot à l’aide 
des anticorps anti-AP-1, -2µ et -3δ humain. (B1) Analyse de la déplétion des complexes AP par 
immunofluorescence.  Les cellules transduites ont été fixées puis perméabilisées et marquées par l’Ac 
primaire anti-AP-1, -2 ou -3 puis observées en microscopie inversé à épi-fluorescence. Les noyaux 
sont marqués au DAPI et apparaissent en bleu. (B2) Le pourcentage de cellules exprimant chacun 
des complexes AP a été calculé sur au moins une centaine de cellules transduites par rapport aux 
cellules contrôles shLUC.       
 
 
  
 
64 
Dans un second temps, les effets de Nef sur l'expression de surface de CD4 
ont donc été analysés dans les cellules transduites après transfection des vecteurs 
exprimant Nef-GFP ou GFP. 24 h après transfection, une partie des cellules a été 
lysée et l'expression de Nef vérifiée par Western-blot (Figure 14A). Le reste des 
cellules a été marqué avec un anticorps anti-CD4-PE puis analysé par cytométrie en 
flux (Figure 14.C). Les résultats sont exprimés en pourcentage de l'expression de 
surface de CD4 mesuré dans les cellules non-transduites exprimant la GFP (100%). 
En l'absence de Nef, la déplétion des complexes AP-2 se traduit par une 
augmentation significative du niveau d'expression de surface de CD4, reflétant le rôle 
d'AP-2 dans l'endocytose dépendante de la clathrine du récepteur à partir de la 
membrane plasmique (Sleckman et al., 1992). Inversement, la déplétion des 
complexes AP-1 et AP-3 ne modifie pas le niveau d'expression de CD4 par rapport 
aux cellules contrôles shLuc. Cependant, Nef semble toujours capable de diminuer 
significativement l’expression de surface de CD4 dans les cellules shAP-1, -AP-2 ou 
-AP-3 (Figure 14B). Alors que la suppression des complexes AP-1et AP-3 ne modifie 
aucunement les effets de Nef sur l’expression de CD4 à la surface cellulaire (Figure 
14B et 14C), les résultats rapportés dans la figure 14C, correspondant à l'activité de 
Nef dans les cellules shAP par rapport à celle mesurée dans les cellules non-
transduites, montrent que la déplétion des complexes AP-2 affecte de façon 
modeste, mais significative, l’activité de Nef par rapport aux cellules contrôles NT ou 
Luc. 
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Figure 14 : Effet de Nef sur l'expression de surface de CD4 dans les cellules HeLa-CD4 après 
déplétion des complexes AP.  
Les cellules ont été transduites avec des virus exprimant des shRNA ciblant la luciférase (LUC) ou les 
sous-unités ,  et  des complexes AP-1, AP-2 et AP-3, respectivement, sélectionnées en présence 
de puromycine, puis transfectées avec les plasmides exprimant GFP ou Nef-GFP. (A) Analyse en 
Western-blot de l'expression de Nef-GFP. β-actine a été utilisée comme contrôle de chargement.  (B) 
Expression de surface de CD4. Les cellules exprimant GFP ou Nef-GFP ont été fixées puis marquées 
par l’Ac anti-CD4 humain couplé à la PE, et analysées par cytométrie en flux. Les résultats sont 
exprimés en pourcentage d’expression de surface de CD4 par rapport aux cellules non transduites 
exprimant la GFP. (C) Activité de la protéine Nef sur l’expression de surface de CD4. L’activité de Nef 
dans chaque type cellulaire est calculée par rapport à celle des cellules non transduites exprimant 
Nef-GFP (100 %). Les valeurs sont les moyennes de trois expériences indépendantes. Les barres 
d'erreur représentent 1 écart-type à partir de la moyenne. La significativité statistique (*P<0,05) a été 
calculée en utilisant le test t (Student’s t-test). 
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I.2.2. Déplétion des complexes AP et activité de Nef dans les lignées THP-1 et 
HPB-ALL 
Nous avons ensuite cherché à analyser l'activité de Nef dans des cellules 
lymphoïdes et myéloïdes exprimant CD4 de façon constitutive. Les cellules THP-1 
(lignée monocytaire) et HPB-ALL (lignée lymphocytaire T) ont été comme 
précédemment transduites par les lentivirus exprimant les shAP afin d’étudier l’effet 
de déplétion de ces complexes sur la modulation de l’expression de surface de CD4 
induite par Nef. Comme le montrent l'analyse en Western blot rapportée sur la figure 
15.A, une déplétion significative des  complexes AP-1 et AP-3 a pu être obtenue à la 
fois dans les cellules THP-1 et  HPB-ALL transduites. La déplétion des complexes 
AP-2 dans les cellules HPB-ALL semble par ailleurs avoir des conséquences 
toxiques pour les cellules puisque nous n’avons pas été capables de sélectionner de 
cellules transduites, après sélection à la puromycine. L'analyse de l'activité de Nef a 
donc pu être menée après déplétion des 3 types de complexes dans les cellules 
THP-1, mais seulement des complexes AP-1 et AP-3 dans le cas des cellules HPB-
ALL. 
Les lignées HPB-ALL et THP-1 transduites ont donc été transfectées par les 
vecteurs d'expression de GFP ou de Nef-GFP, et le niveau d’expression de surface 
de CD4 a été analysé par cytométrie comme précédemment (Figure 15B). La 
déplétion des complexes AP-2 dans les cellules THP-1 se traduit, comme dans les 
cellules HeLa-CD4, par une augmentation significative du niveau d’expression de 
CD4 à la surface des cellules contrôles exprimant la GFP, alors que celle des 
complexes AP-1 et AP-3 ne semble pas influer sur l’expression de surface de CD4.  
Cependant, l'expression de Nef se traduisait dans toutes les lignées analysées, y 
compris dans les cellules THP-1 transduites par le shAP-2, par une diminution de 
l’expression de CD4 comparable à celle observée dans les cellules non-transduites 
ou transduites par le shLuc (Figure 15B et C).  
L'ensemble des résultats indique donc que les complexes AP-1, AP-2 et AP-3 
ne semblent pas participer, de façon significative, à la diminution de l’expression de 
surface de CD4 induite par Nef et ceci dans l’ensemble des lignées cellulaires 
testées.  
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Figure 15 : l’Effet de Nef sur la modulation de l'expression de surface de CD4 dans les cellules 
HPB-ALL et THP-1 après déplétion des complexes AP.  
Les cellules THP-1 et HPB-ALL ont  été transduites par les lentivirus exprimant les shRNA ciblant les 
trois types de complexes AP. (A) Analyse par Western- Blot de la déplétion des complexes AP. (B) 
Les cellules THP-1 et HPB-ALL transduites ont été transfectées avec les plasmides exprimant GFP ou 
Nef-GFP. 24 h après, les cellules ont été marquées avec l’anticorps anti-CD4 couplé à la PE et le 
niveau d’expression de CD4 à la surface a été analysé par cytométrie en flux. Le pourcentage 
d’expression de CD4 à la surface est calculé comme décrit dans la figure 14. (C) L’activité de Nef 
dans chaque type cellulaire est calculée par rapport à celle mesurée dans les cellules non transduites 
exprimant Nef-GFP (100 %). Les valeurs sont les moyennes de trois expériences indépendantes. Les 
barres d'erreur représentent 1 écart-type à partir de la moyenne. 
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I.2.3. Effet de la déplétion des AP sur la localisation intracellulaire de Nef   
 Nous avons également analysé l’effet éventuel de la déplétion des complexes 
AP sur la localisation intracellulaire de Nef. Les cellules HeLa-CD4 ont été 
transduites comme précédemment par les lentivirus exprimant shLUC, shAP-1, 
shAP-2 et shAP-3, puis transfectées pour exprimer transitoirement la GFP ou Nef-
GFP, et la localisation et la distribution subcellulaire de Nef ont été étudiées par 
immunofluorescence (Figure 16). Dans les cellules transduites par le shLuc, les 
complexes AP-1 et AP-3 sont bien concentrés essentiellement dans la région 
périnucléaire correspondant au réseau trans-golgien et aux endosomes (Robinson, 
2004) où s'accumule également une bonne partie de Nef-GFP (Figure 16A et C), 
alors que le marquage ponctiforme AP-2 des vésicules à clathrine est principalement 
associé à la membrane plasmique (Figure 16.B). La suppression des complexes AP 
ne semble donc pas influencer la localisation périnucléaire de la protéine Nef dans 
les cellules transduites par les shAP.  
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Figure 16 : Effet de la déplétion des complexes AP sur la localisation de la protéine Nef.            
Les cellules HeLa-CD4 transduites par les shLuc ou shAP ont été transfectées avec les plasmides 
pCG-GFP ou pCG-Nef-GFP. 24 h après, les cellules ont été marquées avec l’Ac primaire anti-AP-1 
(A), -2(B) ou -3(C), puis ont été observées en microscopie à épi-fluorescence. Les noyaux sont 
marqués au DAPI et apparaissent en bleu. 
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I.2.4. Cinétique de l’activité de Nef après déplétion de la sous unité  des 
complexes AP-2  
Précédemment, nous avons étudié la déplétion des complexes AP et montré 
que leur déplétion n’avait pas ou peu d’effet. Afin d'évaluer plus finement l'impact 
potentiel de la déplétion des complexes AP-2 sur la diminution de l’expression de 
surface de CD4 induite par Nef, une analyse de l'activité de Nef à différents temps 
après transduction des cellules HeLa-CD4. Les cellules ont donc été transduites 
comme précédemment par le shRNA ciblant spécifiquement la chaine µ des 
complexes AP-2, et l'activité de Nef sur le niveau d'expression de CD4 a été évaluée 
par transfection transitoire du vecteur d'expression de Nef-GFP à différents temps (3, 
6, 7, 8 ou 10 jours) après transduction (Figure 17). La déplétion effective des 
complexes AP-2 a été vérifiée par analyse en Western-blot 3 et 7 jours après 
transduction (Figure 17A). Alors que la suppression des complexes AP-2 ne semble 
pas être effective à J3 après transduction (panneau de gauche), une diminution nette 
de leur expression est observée à J7 dans les cellules transduites par le shAP-2m 
par rapport aux cellules transduites par le shLuc (panneau de droite). La déplétion 
des complexes AP-2 ne semble pas affecter l'expression de Nef-GFP révélée par un 
anticorps anti-GFP.   
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Figure 17 : Cinétique de l’activité de Nef sur l’expression de surface de CD4 après déplétion 
des complexes AP-2.   
Les cellules HeLa-CD4 ont  été transduites par les lentivirus exprimant les shRNA ciblant la sous-unité 
 des complexes AP-2, puis transfectées avec les plasmides exprimant GFP ou Nef-GFP 3, 6, 7, 8 et 
10 jours après transduction. (A) Analyse par Western-Blot, à J3 et J7 après transduction, de la 
déplétion des complexes AP-2 à l'aide d'Acs primaires anti-AP2. (B) Les cellules transduites 
exprimant Nef-GFP ou GFP ont été ont été marquées 24 h après transfection avec l’anticorps anti-
CD4 couplé à la PE et le niveau d’expression de CD4 à la surface a été analysé par cytométrie en 
flux. Le pourcentage d’expression de CD4 à la surface est calculé comme décrit dans la Figure 14. (C) 
L’activité de Nef dans les cellules transduites, à J3 et J7 après transduction, est calculée par rapport à 
celle des cellules non transduites exprimant Nef-GFP (100 %). Les valeurs sont les moyennes de trois 
expériences indépendantes. Les barres d'erreur représentent 1 écart-type à partir de la moyenne. La 
significativité statistique (*P<0,05) a été calculée en utilisant le test t (Student’s t-test). 
 
Le niveau d'expression de surface de CD4 a donc été analysé par cytométrie 
en flux sur les cellules exprimant Nef-GFP ou GFP après marquage avec l’anticorps 
anti-CD4 couplé à la PE, et l'activité de Nef a été évaluée par rapport aux cellules 
non-transduites exprimant la GFP (Figure 17.B). Les résultats montrent qu’à partir du 
troisième jour après la transduction des cellules par les lentivirus exprimant shAP-2µ, 
le niveau d’expression de surface de CD4 commence à augmenter dans les cellules 
  
 
72 
exprimant la GFP avec un maximum à J7. Dans les cellules exprimant Nef-GFP, une 
diminution significative de l'expression de surface de CD4 est observée aux 
différents jours analysés après transduction, mais la capacité de Nef à diminuer 
semble être notamment réduite à J7 après transduction, se traduisant par une 
diminution significative de 50% de l'activité de Nef (Figure 17.C) qui corrèle donc 
avec une déplétion surement maximale des complexes AP-2. Ces résultats 
confirment, au moins dans les cellules HeLa-CD4, que les complexes AP-2 
pourraient donc participer à la modulation de l'expression de CD4 induite par Nef à la 
surface des cellules infectées.                
 
I.3. Analyse de la déplétion des complexes AP par siRNA sur la 
modulation de CD4 induite par Nef 
I.3.1. Déplétion des complexes AP par siRNA dans les cellules HeLa-CD4   
Après avoir testé l’effet de Nef après déplétion des complexes AP par une 
approche de shRNA, nous avons décidé de confirmer les résultats obtenus en 
utilisant des siRNA ("small interfering RNA") dirigés spécifiquement contre les sous-
unités ,  et  des des complexes AP-1, AP-2 et AP-3, respectivement. Différentes 
concentrations de siRNA, ainsi que différents temps après transfection des cellules 
HeLa-CD4 par ces siRNA ont été initialement testées afin de définir les conditions 
expérimentales permettant d’obtenir la meilleure déplétion des complexes AP 
(résultats non montrés). Les cellules HeLa-CD4 ont donc été transfectées 2 fois à 24 
h d’intervalle par les siRNA (100 nM) et co-transfectée, lors de la deuxième 
transfection des siRNA, par les vecteurs d'expression de Nef-GFP ou GFP, puis 
analysées 24 h plus tard. Les analyses en Western-blot (Figure 18A) et en 
immunofluorescence (Figure 18B) montrent que ces conditions de transfections 
permettent une diminution significative de l'expression des 3 types de complexes AP 
dans environ 60 à 80% des cellules (Figure 18B2). 
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Figure 18 : Déplétion des complexes AP par siRNA dans les cellules HeLa-CD4.  
Les cellules HeLa-CD4 ont été une première fois transfectées avec des siRNA (100 nM) ciblant AP-1, 
AP-2 et AP-3, puis co-transfectées à 24 h plus tard avec les mêmes siRNA en combinaison avec le 
vecteur d'expression de Nef-GFP ou GFP. Les cellules ont été ensuite analysées 24 h après la 
deuxième transfection. (A) Analyse par Western-Blot à l'aides des Acs primaires anti-AP, anti--actine 
et anti-GFP. (B1) Analyse par immunofluorescence. Les cellules transfectées ont été fixées et 
marquées par les Acs primaires anti-AP, puis par un Ac secondaire couplé à Alexa647. Les cellules 
ont été analysées au microscope à épi-fluorescence. (B2) Le pourcentage de cellules exprimant les 
AP a été calculé sur au moins une centaine de cellules transduites par rapport aux cellules contrôles 
siLuc.  
 
L'effet de Nef sur le niveau d'expression de CD4 a donc pu être ensuite analysé 
24 h après la seconde transfection sur les cellules HeLa-CD4 en marquant, comme 
précédemment, les molécules CD4 de surface par anticorps anti-CD4-PE, puis 
analyse par cytométrie en flux (Figure 19). 
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Figure 19 : Effet de Nef sur la modulation de l’expression de surface de CD4 dans les cellules 
HeLa-CD4 après déplétion des complexes AP.  
Les cellules HeLa-CD4 ont été une première fois transfectées avec des siRNA (100 nM) ciblant AP-1, 
AP-2 et AP-3, puis co-transfectées à 24 h plus tard avec les mêmes siRNA en combinaison avec le 
vecteur d'expression de Nef-GFP ou GFP. Les cellules ont été ensuite analysées 24 h après la 
deuxième transfection. (A) (B) Expression de surface de CD4. Les cellules exprimant GFP ou Nef-
GFP ont été fixées puis marquées par l’Ac anti-CD4 humain couplé à la PE, et analysées par 
cytométrie en flux. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’expression de surface de CD4 par 
rapport aux cellules non transduites exprimant la GFP. (C) Activité de la protéine Nef sur l’expression 
de surface de CD4. L’activité de Nef dans les cellules transfectées est calculée par rapport à celle des 
cellules non transfectées exprimant Nef-GFP (100 %). 
 
En l’absence de Nef, la déplétion des complexes AP-2 se traduit, comme 
précédemment, par une augmentation significative de l’expression de CD4 à la 
surface cellulaire, alors qu'elle reste comparable à celle des cellules non-transfectées 
ou transfectées par le siLuc dans les cellules transfectées par siAP-1 et AP-3 (Figure 
19A). Cependant, Nef est toujours capable d’induire une diminution de l’expression 
  
 
75 
de CD4 de la surface des cellules traitées par les siAP, et cela même en l'absence 
du complexe AP-2 (Figure 19A). Les résultats rapportés sur la Figure 19B montrent 
en effet que la suppression des complexes AP-1, -2 et -3 n’affecte pas 
significativement l’effet modulateur de Nef sur l’expression de CD4 à la surface 
cellulaire.  
 
I.3.2. Cinétique de l’activité de Nef après déplétion de la sous-unité α des 
complexes AP-2  
Comme précédemment, nous avons donc décidé d'analyser l'activité de Nef sur 
la modulation de l'expression de CD4 à différents temps après transfection des 
siRNA ciblant spécifiquement la sous-unité  des complexes AP-2. Les cellules 
HeLa-CD4 ont été transfectées une première fois par les siRNA Luc ou AP-2α, puis 
co-transfectées 24 plus tard par un mélange des siRNA et des vecteurs d'expression 
de Nef-GFP ou GFP. Les cellules ont été ensuite analysées par Western-blot et 
marquées par l’Ac anti-CD4-PE 3, 5 et 7 jours après la première transfection de 
siRNA (Figure 20). Alors que l’effet des siRNA sur l’expression les complexes AP-2 
est efficace aux J3 et J5, une réexpression des complexes peut être détectée 7 jours 
après transfection (Figure 20A). En l’absence de Nef, le niveau de surface de CD4 
augmente dans les cellules traitées par les siAP-2α dès le 3ème jour après 
transfection, avec un maximum d’expression à J5. Cependant, l’expression de 
surface de CD4 dans les cellules exprimant Nef-GFP est significativement diminuée 
aux 3 temps analysés (Figure 20B), sans aucune modification apparente de l'activité 
de Nef dans les cellules transfectées par les siAP-2 par rapport aux cellules non-
transfectées ou tranfectées par les siLuc. Ces résultats confirment que les 
complexes AP-2 ne semblent pas jouer un rôle majeur dans la capacité de Nef à 
moduler l'expression de surface de CD4.  
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Figure 20 : Cinétique de l’activité de Nef sur l’expression de surface de CD4 dans les cellules 
exprimant les siRNA AP-2α.  
Les cellules HeLa-CD4 ont été une première fois transfectées avec des siRNA (100 nM) AP-2 ou 
Luc, puis co-transfectées à 24 h plus tard avec les mêmes siRNA en combinaison avec le vecteur 
d'expression de Nef-GFP ou GFP. Les cellules ont été ensuite analysées 3, 5 ou 7 jours après la 
première transfection. (A) Analyse par Western-Blot à l'aide d'Acs primaires anti-AP-2, anti--actine 
et anti-GFP. (B) Expression de surface de CD4. Les cellules exprimant GFP ou Nef-GFP ont été 
fixées puis marquées par l’Ac anti-CD4 humain couplé à la PE, et analysées par cytométrie en flux. 
Les résultats sont exprimés en pourcentage d’expression de surface de CD4 par rapport aux cellules 
non transfectées exprimant la GFP. (C) Activité de la protéine Nef sur l’expression de surface de CD4 
à J3 et J5 après transfection. L’activité de Nef dans les cellules transfectées est calculée par rapport à 
celle des cellules non transfectées exprimant Nef-GFP (100 %).  
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Partie II. Rôle des complexes AP-1, AP-2 et AP-3 dans 
l’augmentation par Nef des propriétés infectieuses des particules 
virales. 
II.1. Impact de Nef sur le pouvoir infectieux des virus à tropismes X4 ou 
R5 
Afin de déterminer dans un premier temps l’effet de Nef sur le pouvoir infectieux 
en fonction de tropisme de l’enveloppe virale, nous avons testé l'impact de Nef sur 
des virus à cycle unique de réplication exprimant des glycoprotéines d'enveloppe de 
type X4 ou R5. Les cellules productrices 293T ont été transfectées par le plasmide 
pCMVΔR8.91 exprimant gag, pol, tat et rev, le plasmide pHIvec2.GFP  exprimant la 
GFP sous le contrôle du LTR, le plasmide pSRαNefLAI exprimant Nef-HA ou Nef-
STOP, et le plasmide exprimant les glycoprotéines de l’enveloppe virale des isolats 
HXBc2 (X4) ou YU2 (R5). En parallèle, des virus pseudotypés avec l’enveloppe 
VSV-G du VSV ont également été produits et utilisés comme contrôles. 48 h après 
transfection, les surnageants de culture contenant les virus ont été récupérés et les 
concentrations virales ont été déterminées par dosage de la p24 en ELISA. 
Le pouvoir infectieux de ces virus, produits en l’absence ou en présence de 
Nef, ont donc été ensuite analysé sur les lignées cellulaires HeLa-CD4 et TZM-bl; les 
cellules TZm-bl exprimant stablement CD4 et CCR5 à leur surface. 48 h après 
infection, le pouvoir infectieux est évalué en mesurant par cytométrie en flux la 
proportion de cellules exprimant la GFP.  
Les cellules TZM-bl ont donc été infectées avec des quantités équivalentes en 
p24 des virus R5 produits en présence (Nef-WT) ou en l'absence (ΔNef) de Nef, et 
les virus exprimant l’enveloppe VSV-G ont été utilisés comme contrôle positif. Les 
résultats de la figure 21A montrent que le pouvoir infectieux des virus ΔNef est 
diminué d’environ 40% par rapport aux virus produits en présence de Nef. Au 
contraire, le pouvoir infectieux des virus pseudotypés par VSV-G n'est pas affecté 
par l’absence de Nef, puisque les virus Nef-WT et Nef présentent des propriétés 
infectieuses totalement comparables. De la même façon, les cellules HeLa-CD4, 
exprimant CXCR4 à leur surface, ont été infectées avec les virus X4 ou ceux 
exprimant l’enveloppe VSV-G (Figure 21.B). Dans ce cas, le pouvoir infectieux des 
virus produits en l’absence de Nef est environ 60 à 80% inférieur à celui des virus 
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produits en présence de Nef-WT; l’absence ou la présence de Nef n’a pas d’impact 
sur le pouvoir infectieux  des virus pseudotypés par VSV-G.  
Ces résultats indiquent que l’impact positif de Nef sur le pouvoir infectieux des 
particules virales semble plus important sur les virus exprimant une enveloppe de 
type X4 que sur ceux exprimant une enveloppe de type R5. 
  
 
Figure 21 : Effet positif de Nef sur le pouvoir infectieux des particules virales.  
Des virus à cycle unique de réplication exprimant le rapporteur GFP pseudotypés par les enveloppes 
du VIH-1 HXBc2 (X4) ou YU2 (R5) ou par l'enveloppe VSV-G ont été produits, en présence 
(histogrammes noirs) ou en l'absence (histogrammes roses ou oranges) de Nef, dans des cellules 
productrices 293T, puis utilisés pour infecter des cellules TZM-bl ou HeLa-CD4. (A) Les cellules TZM-
bl exprimant CD4 et CCR5 ont été infectées par les virus pseudotypés par les enveloppes R5 (0.5 µg 
de p24) ou VSV-G (0.1 µg de p24), et le pourcentage de cellules GFP-positives a été évalué 48 h plus 
tard par cytométrie en flux. (B) Les cellules HeLa-CD4 ont été infectées par les virus pseudotypés par 
les enveloppes X4 (0.5 µg de p24) ou VSV-G (0.1 µg) et traitées ensuite comme décrit pour les 
cellules TZM-bl. Le pouvoir infectieux des particules virales a été exprimé par rapport à celles 
pseudotypées par les enveloppes R5 (A) et X4 (B) produites en présence de Nef (Nef-WT, 100%).  
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II.2. Impact de la déplétion des complexes AP sur le pouvoir infectieux 
des virus à tropisme X4 produits en présence de Nef  
Pour analyser l’impact de la déplétion des complexes AP sur les propriétés 
infectieuses des particules virales, l'expression des 3 types de complexes AP à été 
réduite dans les cellules productrices 293T en utilisant, comme précédemment, les 
vecteurs lentiviraux exprimant les shRNA ciblant ces complexes et décrits dans la 
Partie I des "Résultats". Dans un premier temps, la déplétion des complexes AP 
dans les cellules 293T a été vérifiée par Western-blot, confirmant que cette approche 
permet d'obtenir une diminution significative de l'expression des complexes AP-1, 
AP-2 et AP-3 dans les cellules transduites par les shAP par rapport aux cellules 
contrôles  transduites par shLuc (Figure 22.A).  
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Figure 22 : Impact de la déplétion des complexes AP sur le pouvoir infectieux des virus de type 
X4 produits en présence ou en l'absence de Nef.  
Les virus ont été produits, comme indiqué dans la Figure 21 en présence ou en l'absence de Nef, 
dans des cellules 293T préalablement transduites par les shRNA ciblant les complexes AP. (A) La 
déplétion des complexes AP dans les cellules productrices 293T a été analysée par Western-Blot à 
l'aide d'Acs anti-AP-1, -AP-2 et AP-3. (B) Les cellules productrices 293T (panneau gauche) ainsi que 
les particules virales produites dans le surnageant de culture (panneau droit) ont analysées par 
Western-Blot avec des Acs anti-p24 (panneau haut) et anti-HA (panneau du bas). (C) Des cellules 
HeLa-CD4 ont été infectées avec les virus (0.5 g de p24) produits, en présence (Nef-WT, 
histogrammes noirs) ou en l'asence de Nef (ΔNef, histogrammes marrons), dans les cellules 293T 
transduites par les shAP, puis analysées par cytométrie en flux pour évaluer le nombre de cellules 
infectées. Le pouvoir infectieux des particules virales est exprimé par rapport à celui des virus Nef-WT 
produits dans les cellules contrôles transduites par shLUC (100%). (D) L’activité de Nef sur le pouvoir 
infectieux des particules virales produites dans les transduites par les shAP est mesurée par rapport à 
celle de Nef sur le pouvoir infectieux des particules virales produites dans les cellules transduite par 
shLUC (100 %). ns : non significatif, indiquer les statistiques.  
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Les cellules 293T transduites ont été ensuite transfectées, comme 
précédemment, pour produire les virus de type X4 Nef-WT ou ΔNef (Figure 22B). 
Ces stocks viraux ont été dosés en p24 et des quantités identiques de virus Nef-WT 
ou ΔNef ont été utilisées pour infecter les cellules cibles HeLa-CD4 (Figure 22C). 48 
h après infection, les cellules ont été récupérées, fixées et le pourcentage de cellules 
infectées exprimant la GFP a été évalué en cytométrie en flux (Figure 22C). 
Produites dans les cellules transduites par shLUC, les particules virales ΔNef ont, 
comme attendu, un pouvoir infectieux diminué nettement diminué (environ 80%) par 
rapport aux virus produits en présence de Nef. Au contraire, les virus produits dans 
les cellules transduites par les shAP-1, -2 ou -3, présentent un pouvoir infectieux 
nettement diminué par rapport à ceux produits dans les cellules contrôles, qu'ils 
soient produits en présence ou en l'absence de Nef (Figure 22C). De façon 
intéressante, l’impact positif de Nef sur le pouvoir infectieux ne semble plus se 
manifester lorsque les virus sont produits dans les cellules transduites par les shAP 
(Figure 22D), puisque le pouvoir infectieux des particules virales produites en 
l'absence de Nef est alors pratiquement comparable à celui des particules produites 
en présence de Nef (Figure 22C). Ces résultats suggèrent que la présence des 
complexes AP dans les cellules productrices des particules virales est nécessaire 
pour que l’effet positif de Nef sur le pouvoir infectieux des particules virales puisse 
s’exercer.                   
 
II.3. Impact de la déplétion des complexes AP sur le pouvoir infectieux 
des virus à tropisme R5 produits en présence de Nef 
De la même façon, nous avons ensuite analysé l'impact de la déplétion des 
complexes AP sur les propriétés infectieuses de particules virales à tropisme R5, 
produites en présence ou en l'absence de Nef. Des cellules 293T ont donc été 
transduites, comme précédemment, par les vecteurs lentiviraux exprimant les shRNA 
ciblant les 3 types de complexes AP (Figure 23A), puis utilisées pour la production 
des particules virales Nef-WT et Nef. L'expression des complexes, ainsi que celle 
de la protéine Nef-HA, ont été à nouveau analysées par Western-blot dans les 
cellules productrices (Figure 23A et 23B, respectivement). 
Le pouvoir infectieux de ces virus Nef-WT et ΔNef produits dans les a été 
ensuite déterminé, comme précédemment, sur des cellules cibles HeLa-CD4, 48 h 
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après infection (Figure 23C). Alors que s la déplétion des complexes AP-1 et AP-2 se 
traduit, comme pour les virus X4, par une diminution importante du pouvoir infectieux 
des particules virales Nef-WT, la déplétion des complexes AP-3 ne semble pas 
affecter de façon significative le pouvoir infectieux des virus R5. En l'absence de Nef, 
les particules virales ΔNef produits dans les cellules shLuc sont environ deux fois 
moins infectieuses que les virus Nef-WT, mais l’impact positif de Nef sur le pouvoir 
infectieux ne semble plus se manifester lorsque les virus sont produits dans des 
cellules transduites par les shAP, et notamment par le shRNA ciblant AP-3 (Figure 
23D); le pouvoir infectieux des particules virales produites en l'absence de Nef est 
alors pratiquement comparable à celui des particules produites en présence de Nef 
(Figure 22C). 
          Ces résultats indiquent que, contrairement aux complexes AP-1 et AP-2, les 
complexes AP-3 ne participent pas au maintien du pouvoir infectieux des virus 
exprimant une glycoprotéine d'enveloppe de type R5. Ils confirment que la 
suppression des complexes AP dans les cellules productrices est nécessaire pour 
que Nef puisse s’exercer ses effets positifs sur le pouvoir infectieux des particules 
virales. 
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Figure 23 : Impact de la déplétion des complexes AP sur le pouvoir infectieux des virus de type 
R5 produits en présence ou en l'absence de Nef.  
Les virus ont été produits, comme indiqué dans la Figure 21 en présence ou en l'absence de Nef, 
dans des cellules 293T préalablement transduites par les shRNA ciblant les complexes AP. (A) La 
déplétion des complexes AP dans les cellules productrices 293T a été analysée par Western-Blot à 
l'aide d'Acs anti-AP-1, -AP-2 et AP-3. (B) Les cellules productrices 293T (panneau gauche) ont 
analysées par Western-Blot avec des Acs anti-p24 (panneau haut) et anti-HA (panneau du bas). (C) 
Des cellules HeLa-CD4 ont été infectées avec les virus (0.5 g de p24) produits, en présence (Nef-
WT, histogrammes noirs) ou en l'absence de Nef (ΔNef, histogrammes marrons), dans les cellules 
293T transduites par les shAP, puis analysées par cytométrie en flux pour évaluer le nombre de 
cellules infectées. Le pouvoir infectieux des particules virales est exprimé par rapport à celui des virus 
Nef-WT produits dans les cellules contrôles transduites par shLUC (100%). (D) L’activité de Nef sur le 
pouvoir infectieux des particules virales produites dans les transduites par les shAP est mesurée par 
rapport à celle de Nef sur le pouvoir infectieux des particules virales produites dans les cellules 
transduite par shLUC (100 %). La significativité statistique (*P<0,05) a été calculée en utilisant le test t 
(Student’s t-test); ns : non significatif, P>0,05.  
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Le travail réalisé dans le cadre de cette thèse a consisté à étudier le rôle des 
complexes adaptateurs AP-1, AP-2 et AP-3 associés aux vésicules à clathrine de la 
voie d’endocytose sur la modulation de l’expression de surface de CD4 induite par 
Nef, ainsi que son impact sur le pouvoir infectieux des particules virales. 
 Cette étude a permis d’étudier l’impact de ces complexes sur la capacité de 
Nef à moduler l’expression de surface du récepteur CD4 exprimé à la surface des 
cibles cellulaires, lymphocytes T et macrophages, du VIH-1. Via l’utilisation combinée 
d'approches de shRNA et de siRNA, nos résultats semblent indiquer que, au moins 
dans les cellules HeLa-CD4 Nef est toujours capable de perturber le trafic 
intracellulaire de CD4 et de diminuer et son expression à la surface cellulaire, même 
lorsque le niveau d'expression des complexes AP est nettement réduit par les 
approches d'ARN interférence utilisées.  
Alors que l'impact positif de Nef sur le pouvoir infectieux des particules virales a 
été très largement documenté par de nombreuses équipes (Laguette et al., 2009a), 
les mécanismes responsables de cette activité restent largement inconnus. Au cours 
de notre travail, nous avons également montré, en utilisant le même type d'approche 
expérimentale destinée à réduire le niveau d'expression cellulaire des complexes 
AP-1, -2 et -3 dans les cellules productrices des virus, le rôle important de ces 
complexes sur le pouvoir infectieux des particules virales . Cette étude nous a permis 
en effet d’établir que la déplétion des complexes AP entraine une diminution 
importante des propriétés infectieuses des particules virales produite et influence 
également l’impact positif de Nef sur le pouvoir infectieux des virus produits.  
 En plus de ces travaux ciblés sur le rôle des complexes AP dans les fonctions 
de Nef, nous avons également souhaité intégrer dans la partie expérimentale des 
travaux auxquels nous avons participé (voir article en Annexe) concernant la 
capacité de Nef à moduler l'expression de surface du récepteur aux chimiokines 
CCR5, et son inhibition par des inhibiteurs spécifiques de Nef développés dans le 
laboratoire.  
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I. Impact de Nef sur l’expression de surface du récepteur CCR5 
I.1. Etude de différents mutants de Nef  
Le VIH-1 requiert, en plus de CD4, la présence de récepteurs aux chimiokines 
spécifiques, CXCR et CCR5, pour entrer dans ses cibles cellulaires (Farzan et al., 
1997). Comme cela a été développé dans l’Introduction, la diminution de l’expression 
de surface de ces récepteurs aux chimiokines est une activité conservée par la très 
grande majorité des allèles de Nef des VIH et VIS dans , qui pourrait notamment 
permettre de prévenir une surinfection des cellules infectées (Venzke et al., 2006).  
En analysant l’activité de la protéine Nef sauvage  sur la diminution 
d’expression de surface des récepteurs CD4 et CCR5, nous avons confirmé que 
l'expression de Nef sauvage se traduit par une nette diminution à la fois de CCR5 et 
CD4 à la surface cellulaire (Michel et al., 2005), et que cet impact est plus important 
sur le récepteur CD4 que sur les molécules CCR5 présentes à la surface cellulaire. 
De plus, en comparant l'activité de la protéine sauvage à celle de différents mutants 
de Nef contenant des substitutions dans les motifs (160E/DxxxLL165) et (174(D/E)D175), 
dans le motif poly-Proline (72PxxP75), dans le cluster acide 62EEEE65, et enfin sur le 
résidu Gly en position 2, , nous avons confirmé que le niveau d’expression de CD4 à 
la surface cellulaire n’est pas affecté significativement dans les cellules exprimant les 
mutants NefLL/AA, DD/AA et G2A par rapport à celles exprimant la protéine Nef 
sauvage (Coleman et al., 2005; Erdtmann et al., 2000; Janvier et al., 2001; 
Lindwasser et al., 2008). Inversement, les autres mutants NefPxxP/AxxA et 
EEEE/AAAA, n’affectent pas l’effet de Nef sur la diminution de l’expression de 
surface de CD4 (Blagoveshchenskaya et al., 2002; Greenberg et al., 1998).  
Cependant, l'analyse des activités des différents mutants de Nef sur le 
modulation de l’expression de surface de CCR5 nous ont permis de révéler des 
différences avec certaines données de la littérature, puisqu'il a été rapporté que cette 
activité de Nef était liée aux motifs poly-proline (72PxxP75) ainsi qu'au cluster acide 
(62EEEE65) situés dans la région N-terminale de la protéine (Michel et al., 2006). En 
effet, nos résultats indiquent, qu'à l'exception du mutant G2A absolument nécessaire 
à la myristoylation et à l'ancrage membranaire de la protéine, tous les mutants 
analysés, y compris les mutants NefPxxP/AxxA et EEEE/AAAA, conservent, comme 
la protéine Nef sauvage, la capacité de moduler l'expression de surface du récepteur 
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CCR5. Dans l'étude de Michel et al. (Michel et al., 2006), comme dans notre étude, 
les analyses ont été réalisées dans des cellules HeLa exprimant stablement CD4 et 
CCR5 (cellules TZM-bl), et ne permettent donc pas d'expliquer ces résultats 
contradictoires. Des analyses plus poussées sont donc nécessaires afin de 
caractériser les déterminants de Nef impliqués dans la modulation de l'expression de 
surface de CCR5. 
 
I.2. Activité anti-Nef du sdAb19 et des Neffins  
Le sdAb19 est un fragment d’anticorps simple-chaine de lama dirigé contre la 
protéine Nef du VIH-1 (Bouchet et al., 2011), alors que les Neffins B6 et Neffin C1, 
correspondent à des constructions effectuées en fusionnant à l'extrémité C-terminale 
du sdAb19 des versions modifiées du domaine SH3 de la kinase Hck destinées à 
améliorer l’activité inhibitrice du sdAb19 vis-à-vis des fonctions de Nef (Bouchet et 
al., 2012). Le sdAb19 est en effet capable d'inhiber principalement les fonctions de 
Nef liées à la partie C-terminale de la protéines où sont situés notamment les motifs 
(160E/DxxxLL165) et (174(D/E)D175) impliqués notamment dans les altérations de la voie 
d'endocytose induites par Nef. Le sdAb19 est donc capable d’inhiber l’effet 
modulateur de Nef sur l’endocytose de CD4 à la membrane plasmique, permettant 
de restaurer un niveau d’expression normale de CD4 à la surface des cellules T. Il 
est cependant inactif sur la modulation par Nef de l’expression de surface des 
molécules du CMH-I qui relève d’un mécanisme différent de celui impliqué dans la 
modulation de CD4 (Laguette et al., 2010). Enfin, l’expression du sdAb permet de 
contrecarrer l’augmentation du pouvoir infectieux des particules virales induite par 
Nef, ainsi que l’impact positif de Nef sur la réplication du VIH-1 dans des cellules 
primaires mononucléées du sang périphérique. A partir du sdAb19, ont été plus 
récemment développés des inhibiteurs de seconde génération, les Neffins B6 et C1 
(Bouchet et al., 2012) (Bouchet, 2012). Sans aucune toxicité cellulaire apparente, les 
Neffins présentent une affinité pour Nef de l’ordre du pico-molaire (Jarviluoma et al., 
2012), et sont capables d’inhiber, au moins in vitro, la totalité des fonctions et 
perturbations induites par Nef au cours de l’infection des cibles cellulaires, 
lymphocytes et macrophages, du VIH-1. Alors que le sdAb anti-Nef présentait une 
activité très limitée sur la diminution de l’expression de surface des molécules du 
CMH-I induite par Nef (Bouchet et al., 2011), les Neffins sont très actives pour inhiber 
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les effets de Nef sur l’expression de surface à la fois de CD4 et des molécules du 
CMH-I (Bouchet et al., 2012), y compris contre des allèles de Nef d’isolats VIH-1 qui 
n’étaient pas sensibles au sdAb. Nous avons donc analysé les effets inhibiteurs du 
sdAb19 et de ses dérivés (les Neffins B6 et C1) sur la modulation de l’expression de 
surface de CCR5 induite par Nef sur des cellules HeLa-CD4 TZM-bl exprimant 
stablement CCR5 a leur surface. Nos résultats montrent que le sdAb19, ainsi que les 
Neffins, sont capables d’inhiber très efficacement l’impact de Nef sur l’expression de 
surface de CCR5. Ces résultats indiquent donc que le ciblage de la partie C-
terminale de Nef par le sdAb19 est suffisante pour restaurer un niveau physiologique 
d'expression de CCR5 à la surface cellulaire, confirmant que les déterminants, motifs 
poly-proline (72PxxP75) et cluster acide (62EEEE65), localisés dans la partie N-
terminale de la protéine ne jouent pas un rôle essentiel dans cette activité de Nef. La 
caractérisation récente de l'interface reconnue par le sdAb19, ainsi que des résidus 
de Nef participant à cette interface (S. Benichou, résultats non publiés), devraient 
certainement aider à la caractérisation des déterminants de la région C-terminale de 
Nef impliqués dans cette activité.  
 
II. Impact de la déplétion des complexes AP sur l’expression de surface 
de CD4 induite par Nef 
 
II.1. Déplétion des complexes AP par l’approche shRNA 
Au cours de ce travaille de thèse, l'un des principaux objectifs était donc de 
définir les contributions respectives des différents types de complexes AP (AP-1, AP-
2 et AP-3) dans les perturbations de la voie d’endocytose induites par Nef, en 
analysant son impact sur le niveau d’expression de surface de CD4.  
Nef est en effet une protéine multifonctionnelle, mais son activité la plus 
documentée est représentée par sa capacité à moduler le trafic intracellulaire d’un 
certain nombre de protéines membranaires exprimées à la surface des cellules 
infectées, et notamment de CD4 (Laguette et al., 2009b; Piguet et al., 1999b). Bien 
que les mécanismes responsables de ces effets ne sont pas totalement élucidés, les 
données de la littérature résultent, au moins en partie, de la capacité de Nef à 
interagir directement avec certains composants des complexes protéiques impliqués 
dans le trafic intracellulaire des protéines membranaires au niveau de la voie 
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d’endocytose. Il s’agit notamment des complexes adaptateurs (AP) associés aux 
vésicules à clathrine participant au trafic vésiculaire entre les différents 
compartiments membranaires de la voie d'endocytose (Le Gall et al., 1998; Piguet et 
al., 1998). Les complexes de type AP-2 sont impliqués, au sein des puits recouverts 
de clathrine, dans l’internalisation des protéines à partir de la membrane plasmique, 
alors que les complexes AP-1, AP-3 et AP-4  interviennent dans le transport des 
protéines entre le TGN et les compartiments endosomaux précoces et/ou tardifs 
(Robinson, 2004). Le complexe AP-5, récemment caractérisés, semblent se localiser 
au niveau des endosomes tardifs où ils interviendraient dans le tri des protéines vers 
les lysosomes (Hirst et al., 2011).  
Nef est capable d’interagir directement avec les chaînes moyennes µ des 
complexes AP-1 et AP-3 (Craig et al., 2000; Erdtmann et al., 2000; Le Gall et al., 
1998), mais également avec les hémi-complexes formés par les associations /σ1, 
α/σ2 et δ/σ3 des complexes AP-1, -2 et -3 (Bresnahan et al., 1998; Coleman et al., 
2005; Erdtmann et al., 2000; Janvier et al., 2003b). Nef  interagit avec les hémi-
complexes adaptateurs par l’intermédiaire de son motif di-leucine 160[ExxxLL]165 
présent dans la boucle flexible C-terminale de la protéine, alors que l’interaction avec 
les chaines µ de ces complexes semble plutôt impliquer des déterminants présents 
dans la région N-terminale de la protéine; il s’agit notamment du cluster acide 
(62EEEE65) et du résidu Pro78 de l’hélice poly-proline de Nef. Un motif di-acide 
174D(D/E)175, également présent dans la boucle C-terminale de Nef, pourrait aussi 
participer spécifiquement à l’interaction la protéine avec les hémi-complexes α/σ2 
d’AP-2. (Chaudhuri et al., 2009; Grzesiek et al., 1997; Lindwasser et al., 2008).Nous 
avons montré, dans un premier temps, que la déplétion des complexes AP-1, -2, ou -
3 ne semble pas avoir un impact majeur, ni sur la localisation subcellulaire de Nef 
dans un compartiment périnuclaire correspondant au réseau transgolgien et aux 
compartiments endosomaux (Greenberg et al., 1997; Janvier et al., 2003b; Madrid et 
al., 2005), ni surtout sur la capacité de Nef à moduler l’expression de surface de CD4 
dans les cellules transduites par les lentivirus exprimant des shRNA ciblant, 
respectivement, les sous-unités ,  et  de ces complexes. Ainsi, les résultats 
obtenus indiquent que la protéine Nef est toujours capable de diminuer l’expression 
de surface de CD4, indiquant que la suppression des complexes AP-1, AP-2 et AP-3 
ne modifie pas de façon drastique les effets de Nef sur l’expression de CD4 à la 
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surface cellulaire, notamment dans les lignées lymphoïde (HPB-ALL) et myéloïde 
(THP-1) que nous avons analysées. Cependant, en accord avec à certaines données 
de la littérature (Chaudhuri et al., 2007), nos résultats suggèrent que les complexes 
AP-2 pourraient contribuer à l’effet de Nef sur le niveau d'expression de CD4, au 
moins dans les cellules HeLa-CD4, puisque la déplétion de ces complexes se traduit 
par une diminution de 40 à 50% de la capacité de Nef à moduler l'expression de 
surface de CD4. Ces résultats n'ont cependant pas pu être reproduits, notamment 
dans les cellules de la lignée monocytaire THP-1, mais la déplétion des complexes 
AP, et spécialement des complexes AP-2, était cependant très toxique dans les 
lignées cellulaires THP-1 et HPB-ALL, rendant plus difficiles de conclure sur le rôle 
des complexes AP sur les fonctions de Nef, et notamment sur l’expression de CD4, 
dans ces types cellulaires. Alors que le niveau d’expression de surface de CD4 
augmente significativement en l'absence de Nef dans les cellules THP-1 transduites 
par le shAP-2, l’effet de Nef sur la diminution de CD4 est toujours observé, puisque 
qu'aucune différence significative sur l’activité de Nef n'a pu être mise en évidence.  
Afin d'explorer dans le détail le rôle des complexes AP-2 dans la modulation de 
CD4 induite par Nef, une analyse cinétique de l’activité de Nef dans les cellules 
HeLa-CD4 à différents temps après déplétion des complexes AP-2 a également été 
réalisée. Cette analyse confirme l’augmentation de l’expression de surface de CD4 
induites par la déplétion des complexes AP-2 en l’absence de Nef. Les résultats 
montrent que dans les cellules transduites par les lentivirus exprimant shAP-2µ, le 
niveau d’expression de surface de CD4 commence à augmenter dès J3 avec un 
maximum à J7. En présence de Nef, une diminution significative de l'expression de 
surface de CD4 est observée aux différents jours analysés après transduction, mais 
la capacité de Nef à diminuer semble être notamment réduite à J7 après 
transduction, se traduisant par une diminution significative, d'environ 50%, de 
l'activité de Nef qui corrèle donc avec une déplétion maximale des complexes AP-2. 
Ces résultats confirment, au moins dans les cellules HeLa-CD4, que les complexes 
AP-2 pourraient donc participer à la modulation de l'expression de CD4 induite par 
Nef à la surface des cellules infectées (Burtey et al., 2007; Chaudhuri et al., 2007). 
Ils suggèrent cependant que d’autres mécanismes participent également à la 
diminution de l’expression de surface de CD4 induite par Nef.  
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II.2. Déplétion des complexes AP par l'approche siRNA 
Une approche de siRNA permettant la déplétion effective  des complexes AP 
dans les cellules HeLa-CD4 nous a permis de confirmer les résultats obtenus par 
l’approche de déplétion par shRNA. Nos résultats ont montré, encore une fois, que la 
déplétion des complexes AP-1, -2 et -3 n’a pas d’impact majeur sur la capacité de 
Nef à moduler l’expression de surface de CD4.  
Les résultats de la cinétique d’activité de Nef réalisée sur plusieurs jours après 
déplétion des complexes AP-2 par l’approche siRNA ne sont cependant pas 
totalement comparables à ceux obtenus par shRNA. Bien qu'une augmentation 
significative de l’expression de surface de CD4 est observée en l'absence de Nef au 
5ème jour après déplétion des complexes AP-2 par siRNA, seule une légère 
diminution de l’activité de Nef a pu être observée.  
Une point important à discuter pour expliquer les différences de résultats 
obtenus entre les approches siRNA et shRNA concerne la différence de des sous-
unités des complexes AP-2 ciblées dans ces approches: α pour l’approche siRNA et 
µ2 pour l’approche shRNA. Le ciblage de deux sous-unités différentes pourrait ainsi 
expliquer nos différences de résultats. La suppression de chacune de ces sous-
unités devrait normalement permettre de supprimer l’ensemble des autres 
constituants du complexe (Motley et al., 2003), mais des analyses supplémentaires 
seraient nécessaires pour étudier le rôle respectif de la déplétion de chacune des 
sous-unités des complexes AP-2 sur la capacité de Nef à moduler l’expression de 
surface de CD4.  
En conclusion, la capacité de Nef à moduler le niveau d'expression de CD4 à la 
surface des cellules infectées est une fonction relevant surement de mécanismes 
complexes. Nos résultats suggèrent que les complexes AP-2 participent à la 
diminution de l’expression de surface de CD4, mais que d’autres éléments sont 
surement impliqués dans ce processus induit par Nef. Une analyse par 
immunofluorescence de la cinétique de l’activité de Nef sur l’expression de surface 
de CD4 permettait de visualiser et de corréler directement l’expression de surface de 
CD4 avec le niveau de déplétion intracellulaire des complexes AP-2.    
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III. Impact de la déplétion des complexes AP sur le pouvoir infectieux des 
particules virales à tropismes produites en présence de Nef  
Les altérations provoquées par l’expression de Nef au cours de l’infection vont 
influer, par un mécanisme pour l’instant inconnu, sur la qualité de la production virale 
et les propriétés infectieuses des particules produites. Les données de la littérature, 
ainsi que l’ensemble des résultats obtenus ces dernières années dans l'équipe de S. 
Benichou, indiquent que l’association de Nef avec les complexes AP joue surement 
un rôle important dans l’induction de ces perturbations. Les altérations provoquées 
par l’expression de Nef au cours de l’infection vont en effet influer sur la qualité de la 
production virale puisque l’intégrité du motif di-leucine (160E/DxxxLL165) de Nef, 
absolument nécessaire au recrutement des complexes AP (Erdtmann et al., 2000; 
Janvier et al., 2003a; Madrid et al., 2005), est également indispensable au maintien 
des effets positifs de Nef sur le pouvoir infectieux des particules produites  (Coleman 
et al., 2005; Laguette et al., 2009b; Madrid et al., 2005). Des virus portant un gène 
nef muté sur les résidus Leu présentent des propriétés infectieuses et des capacités 
de réplication altérées par rapport à des virus exprimant une protéine Nef sauvage. 
Ces effets sur les capacités infectieuses des particules virales sont, au moins en 
partie, indépendants de la modulation de l’expression de surface de CD4 induite par 
Nef, puisqu’ils se manifestent même lorsque les virus sont produits à partir de 
cellules n’exprimant pas CD4 (Laguette et al., 2009b; Madrid et al., 2005). Les 
mécanismes responsables de ces effets de Nef restent donc encore largement 
inconnus. De plus, la présence de Nef et son incorporation dans les particules virales 
ne suffisent pas à augmenter le pouvoir infectieux des particules virales (Laguette et 
al., 2009a). 
Dans cette partie du travail de thèse, notre objectif était donc d’évaluer l’impact 
de l’interaction de Nef avec les complexes AP sur les capacités infectieuses des 
particules virales. Le rôle respectif des différents complexes AP a donc été étudié, 
comme précédemment, après déplétion des complexes AP-1, AP-2 et AP-3 par une 
approche de shRNA dans les cellules 293T productrices des particules virales. Nos 
analyses ont été effectuées dans un système expérimental permettant d’évaluer le 
pouvoir infectieux du VIH-1 au cours d’un cycle unique de réplication (Laguette et al., 
2009a; Madrid et al., 2005). Le pouvoir infectieux de particules virales pseudotypées 
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par des enveloppes X4 ou R5, et exprimant le gène rapporteur GFP (Laguette et al., 
2009a), a été analysé dans les cellules HeLa exprimant à leur surface les récepteurs 
CD4 et CCR5. Ces analyses montrent clairement que Nef participe positivement au 
pouvoir infectieux des particules virales, puisqu'en l’absence de Nef, une diminution 
de 50 à 75% du pouvoir infectieux des particules virales est révélée. Nous avons 
observé que les particules pseudotypées par une enveloppe virale de type R5 
présentent cependant un pouvoir infectieux supérieur à celui des virus de type X4. 
En revanche, les particules virales X4 semblent beaucoup plus sensibles à l’impact 
positif de Nef par rapport aux particules virales R5, suggérant que des facteurs 
cellulaires pourraient influencer de façon spécifique le pouvoir infectieux en fonction 
du type d'enveloppe exprimée à la surface des virus.   
Nos résultats confirment que les trois types de complexes AP-1, AP-2 et AP-3 
jouent un rôle important dans le maintien des propriétés infectieuses du VIH-1, 
indépendamment de leur rôle dans le bourgeonnement et la libération des particules 
virales (Batonick et al., 2005; Camus et al., 2007; Dong et al., 2005; Lindwasser and 
Resh, 2004; Liu et al., 2012). Comme Nef, le précurseur Pr55Gag est en effet 
capable de s’associer directement aux complexes AP, par l’intermédiaire de 
déterminants présents dans le domaine matrice (MA) situé à l’extrémité N-terminale 
de Pr55, ainsi que dans le domaine p6 situé à l’extrémité C-terminale du précurseur. 
Alors que les interactions avec les complexes de type AP-3 interviendraient dans une 
étape précoce du processus d’assemblage en permettant le routage et le ciblage 
correct du précurseur vers les compartiments endosomaux (Dong et al., 2005), les 
interactions de Pr55 avec les complexes de type AP-1 seraient plutôt impliquées 
dans une étape plus tardive de bourgeonnent et de libération des particules virales 
(Camus et al., 2007). Les contributions et la dynamique de ces interactions entre 
Pr55 et les différents types de complexes AP restent cependant en grande partie à 
préciser pour comprendre leurs implications respectives dans le trafic et 
l’assemblage du précurseur. 
Nos résultats révèlent également, pour les deux types de particules virales X4 
et R5, que l’impact positif de Nef sur le pouvoir infectieux ne se manifeste plus quand 
les virus sont produits dans des cellules dont le niveau d'expression des complexes 
AP est significativement diminué. Alors que la présence des trois complexes AP 
dans les cellules productrices semble nécessaire pour que Nef puisse exercer son 
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impact positif sur le pouvoir infectieux des particules virales pseudotypées par une 
enveloppe X4, seulement les complexes de types AP-1 et  AP-2, mais pas les 
complexes AP-3 sont nécessaires au maintien des propriétés infectieuses des virus 
pseudotypées par une enveloppe R5. En effet, la déplétion des complexes AP-3 
dans les cellules productrices ne semble pas influencer le pouvoir infectieux des 
particules virales produites en présence ou en absence de Nef.  
Nos résultats confirment donc que la déplétion des complexes AP-1, et AP-3, 
mais également AP-2, dans les cellules productrices de virus X4, et des complexes 
AP-1, AP-2 dans les cellules productrices des virus R5, se traduit par une diminution 
importante des propriétés infectieuses de ces particules sur lesquelles l’impact positif 
de Nef n’est plus alors capable de se manifester. Cependant, la déplétion des 
complexes AP-3 ne semble pas influencer le pouvoir infectieux spécifiquement des 
virus R5, en présence ou en l’absence de Nef. Ces différences de comportements 
entre les virus X4 et R5 mériteraient d'être plus largement explorées dans les cibles 
cellulaires respectives, lymphocytes T et macrophages, de ces virus. 
En recrutant et stabilisant l’association des complexes AP aux membranes 
endosomales (Burtey et al., 2007; Coleman et al., 2005; Janvier et al., 2003b; Madrid 
et al., 2005), Nef provoque des modifications profondes des fonctions de ces 
compartiments se traduisant sur le plan morphologique par une expansion 
importante des corps multivésiculaires (Erdtmann et al., 2000; Sanfridson et al., 
1997; Stumptner-Cuvelette et al., 2003) qui pourraient constituer, dans certains types 
cellulaires (Carter and Ehrlich, 2008), une véritable plate-forme pour le tri et 
l’assemblage des particules virales. Le précurseur Pr55 interagissant également 
avec les complexes AP pour cibler vers les compartiments endosomaux et permettre 
la réalisation des étapes d’assemblage et de bourgeonnement, Nef pourrait donc 
exercer un effet modulateur sur les événements moléculaires permettant la 
réalisation optimale de ces étapes tardive du cycle de réplication, et influer ainsi 
qualitativement sur leurs propriétés infectieuses des particules virales produites. 
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Conclusion 
L’interaction directe entre la protéine Nef du VIH-1 et les complexes AP-1, AP-2 
et AP-3 a été largement décritee par de nombreux auteurs (Chaudhuri et al., 2007; 
Coleman et al., 2005; Janvier et al., 2003b). Certains de ces auteurs suggèrent que 
l'interaction de Nef avec les complexes AP-2 des puits recouverts de clathrine serait 
responsable de l’augmentation du taux d'internalisation de certaines protéines 
transmembranaires à partir de la membrane plasmique, et notamment du récepteur 
CD4 (Chaudhuri et al., 2007; Lindwasser et al., 2008), tandis que les interactions 
Nef/AP-1 et Nef/AP-3 provoqueraient des perturbations du trafic des protéines 
internalisées en favorisant leur ciblage vers les compartiments de dégradation 
(Bresnahan et al., 1998; Erdtmann et al., 2000; Janvier et al., 2003a; Madrid et al., 
2005). En conclusion, l’ensemble de nos résultats suggère que la présence des 
complexes AP-2 et leur interaction avec Nef n’est surement pas être le seul facteur 
nécessaire à cette activité indiquant que d’autres facteurs cellulaires participent aux 
mécanismes cellulaires utilisés par Nef pour moduler l’expression de surface de 
CD4. Cependant, les interactions de Nef avec les complexes AP-1 et AP-3 ne 
semblent pas impliquer dans cette fonction de Nef  
D’autre part, Nef participe au pouvoir infectieux des particules virales (Laguette 
et al., 2009a), mais les mécanismes moléculaires impliqués dans cette activité 
restent encore assez obscurs. Cependant, nos études confirment que les complexes 
AP semblent jouer un rôle dans le maintien de l’impact positif de Nef sur le pouvoir 
infectieux des particules virales, puisque la déplétion de ces complexes dans les 
cellules productrices se traduit par une diminution très importante du pouvoir 
infectieux des virus produits. Des analyses supplémentaires sont cependant 
absolument nécessaires afin de définir précisément  le rôle des complexes AP sur 
les différentes fonctions de Nef dans les cibles les cibles cellulaires, lymphocytes et 
macrophages, du VIH-1.  
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